Der Einfluss des MHC-Mismatch auf die Fertilität und die Immunreaktion zwischen Eltern und ihren Nachkommen by Weber, Christina
I 
 
 
Aus der Universitätskinderklinik 
Arbeitsbereich Neonatologie 
der medizinischen Fakultät 
der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg 
 
Der Einfluss des MHC-Mismatch auf die Fertilität und die Immunreaktion  
zwischen Eltern und ihren Nachkommen 
 
Dissertation 
 
zur Erlangung des Doktorgrades 
 
Dr. med. 
 
(doctor medicinae) 
 
 
an der Medizinischen Fakultät 
der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg 
 
 
Vorgelegt von....................................................................  ChristinaWeber 
aus  ...................................................................  Zwickau 
Magdeburg ...................................................................  2014 
 
 
II 
 
 
 
Dokumentationsblatt 
 
Bibliographische Beschreibung: 
  Der Einfluss des MHC-Mismatch auf die Fertilität und die 
Immunreaktion zwischen Eltern und ihren Nachkommen 
2014.  
55 Blatt, 19 Abb., Tab. 3, 177 Lit., 11 Anl. 
 
Medizinische Fakultät der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg, Dissertation 
 
Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob das Human Leukocyte Antigen einen 
Einfluss auf die Reproduktivität und die immunologische Reaktion zwischen Eltern und 
Kindern hat. Um dies realisieren zu können, wurde ein outbred- Maus- Modell etabliert. 
Mit diesem bestand die Möglichkeit vor einem gemischten genetischen Hintergrund  
definierte MHC- Kombinationen gegeneinander zu testen. Es wurden jeweils zwei 
Inzuchtmausstämme miteinander verpaart, von denen jeweils einer als Th1, der andere 
als Th2 gewichtet gilt. Es hing immer von der Immunantwort der mütterlichen Tiere ab, 
wie viele Nachkommen zur Welt kamen. Dieser Effekt war nach der Parental- 
Generation nicht mehr nachweisbar und ist nicht abhängig vom MHC der Tiere. In 
einem zweiten Teil wurde der Einfluss des MHC auf das Vorkommen und die 
Verteilung von Treg- Lymphozyten während der Schwangerschaft untersucht. Es zeigte 
sich, dass die Anzahl der Treg ebenso unabhängig vom MHC der verpaarten Tiere ist. In 
einem dritten Teil wurden Mixed Lymphocyte Reactions (MLRs) zwischen 
erwachsenen Tieren und ihren Eltern-Tieren angesetzt. Durch die Verwendung von 
MHC-Antikörpern und FACS-Messungen bestand die Möglichkeit auch  
gleichgeschlechtliche Kombinationen (z.B. Vater versus Sohn) zu untersuchen. Dies 
war bislang mit der FiSH-Methode nicht möglich. Nach 144 h zeigte sich eine 
signifikante Mehrproliferation maternaler CD8+-Lymphozyten gegenüber den 
Nachkommen. Väterliche Lymphozyten waren nach Co-Kultur mit weiblichen, 
allerdings nicht mit männlichen Nachkommen, erhöht. Retrospektiv fand sich eine 
kleine Anzahl von Familienuntersuchungen mit Paaren HLA-DR-identischer 
Geschwister als Nachkommen, bei denen eine MLC-Kinetik durchgeführt wurde. Auch 
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hier gab es einen Unterschied der paternalen Alloreaktivität gegenüber Töchtern bzw. 
Söhnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es eine spezifische Immunreaktion 
zwischen Vätern und ihren Söhnen gibt, die vererbt wird, aber nicht mit gängigen 
Immunmodellen zu erklären ist. 
 
Schlüsselwörter: 
CD8+, fetal, maternal, GvH, HLA, HvG, mixed lymphocyte reaction (MLR), paternal, 
Schwangerschaft, T-cells, Transplantationsimmunologie 
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1.1. Das Immunsystem 
 
Ein zentrales Thema der Immunologie ist die immunologische Toleranz. 
Fehlregulationen der Selbsttoleranz eines Individuums führen zur Autoimmunität, 
während eine Erkennung von Fremdoberflächen in der artifiziellen Situation der 
Transplantation zur Abstoßung von nicht pathogenem Gewebe führt. 
In diesem Zusammenhang ist eine erfolgreiche Schwangerschaft ein Phänomen, da es 
für den mütterlichen Organismus ein semi-allogenes Implantat darstellt. Dies ist 
Gegenstand intensiver Forschung. In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass es 
lokale und systemische Veränderungen im mütterlichen Organismus für den Erhalt und 
den Erfolg einer Schwangerschaft gibt. Ein feto-maternaler Zelltransfer und damit ein 
direkter Kontakt der fremden Antigene konnte bewiesen werden. Dennoch ist bislang 
unklar, warum Eltern gegenüber ihren Kindern und umgekehrt, eine Art Toleranz 
entwickeln, wie diese entsteht und welchen Einfluss die Erkennung der 
Fremdoberflächen auf die Fertilität hat. 
 
 
1.2. Die Struktur des MHC/HLA-Systems 
 
Der Haupthistokompatibilitätskomplex (engl.: Major Histocompatibility complex; 
MHC) ist ein großer Genkomplex, der beim Menschen auf Chromosom 6 und bei der 
Maus auf Chromosom 17 liegt. Bei der Maus umfasst er etwa 2000 kb mit mehr als 120 
Genen (1). Der MHC wurde aufgrund seiner Fähigkeit entdeckt, in Inzuchtmäusen die 
Gewebeverträglichkeit bei Transplantationen zu vermitteln (2). Die Gene des MHC 
werden in drei unterschiedliche Klassen eingeteilt. Während MHC Klasse I und Klasse 
II Gene für die typischen Gewebeverträglichkeitsproteine, auch MHC-Moleküle 
genannt, kodieren, liegen im MHC Klasse III-Lokus andere, meist immunrelevante 
Gene wie z.B. Gene für die Komplementfaktoren C4 und C2, NOTCH4, RAGE und 
TNF α und β. Die MHC Klasse I Region kodiert für die α-Ketten klassischer und nicht 
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klassischer MHC Klasse I-Moleküle (MHC I). Klassische MHC-Moleküle präsentieren 
die Peptide für αβ-T-Zellen und sind hochpolymorph.  
 
 
 
Abb 1 Aufbau von MHC I- und MHC II-Molekülen 
 
 
Beim Menschen gibt es drei klassische MHC I: HLA-A, -B und -C (Humane 
Leukozyten Antigene). Die klassischen MHC I-Moleküle der Maus werden H-2K, H-
2D und H-2L genannt. Für Maus-MHCs wurden die verschiedenen Allele nach dem 
Haplotyp der ersten Inzuchtlinien benannt, mit denen diese Allele serologisch definiert 
wurden. Da die Haplotypen mit H-2a, H-2b usw. benannt wurden, heißen die 
verschiedenen Allele eines MHC I-Moleküls H-2Kb, H-2Dk etc. oder abgekürzt nur Kb 
oder Dk. MHC I wird ubiquitär auf fast allen Zellen exprimiert.  
 
MHC Klasse II-Moleküle sind Heterodimere aus polymorphen α- und β-Ketten, die 
beide im MHC II kodiert sind. Beim Menschen gibt es drei Loci für klassische MHC 
Klasse II-Moleküle, HLA-DR, -DP, -DQ und bei der Maus zwei: I-A und I-E.  
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MHC I-Moleküle binden präferentiell kurze Peptide von 8-10 AS. Diese stammen vor 
allem aus intrazellulär synthetisierten, zytosolischen Proteinen. Die MHC I-Peptid- 
Komplexe werden auf der Zelloberfläche CD8- positiven T-Zellen präsentiert.  
 
MHC II wird im Gegensatz zu MHC I nur von antigenpräsentierenden Zellen (APCs; B- 
Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen) und einigen wenigen spezialisierten 
Zelltypen, wie z.B. Thymusepithel, sowie im Menschen auf aktivierten T-Zellen 
exprimiert. Zudem kann es auf vielen Zelltypen während einer Entzündung durch die 
Wirkung von IFN-γ induziert werden (3). Die Peptide, die an MHC II binden, stammen 
größtenteils von exogenen extrazellulären, sezernierten oder membranständigen 
Proteinen. Die mit Peptid beladenen MHC II-Moleküle gelangen auf die Zelloberfläche 
und präsentieren das gebundene Peptid CD4-positiven T-Zellen. 
 
 
1.3. Mausstämme und ihre Immunantwort 
 
Die Mausstämme, die üblicherweise für Tierversuche eingesetzt werden, reagieren zum 
Teil sehr unterschiedlich auf verschiedenste Manipulationen. Für die in dieser Arbeit 
verwendeten Mausstämme C57BL/6 und Balb/c sind differierende Immunantworten 
beschrieben (4). C57BL/6-Mäuse reagieren nach Antigenkontakt typischerweise mit 
einer Th1-Antwort. Es werden große Mengen IFN-γ und andere proinflammatorische 
Zytokine (IL-2; TNF-α) produziert (5); (6). Durch weitere Zytokinaussschüttung von 
Abb 2 Aufbau des MHC beim Menschen (HLA auf Chromosom 6) und der Maus (H2 auf Chromosm 17).
Graphik adaptiert nach Günther (Günther 1996, Günther und Walter 2001) 
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antigenpräsentierenden Zellen (insbesondere Makrophagen) schaukelt sich die 
Immunantwort hoch, die Antigenpräsentation nimmt zu und auch zytotoxische T-Zellen 
sowie opsonisierende Antikörper aus B-Zellen sind am Entzündungsgeschehen beteiligt. 
Balb/c-Mäuse hingegen reagieren auf Stimulation des Immunsystems mit einer Th2-
Antwort (4). Hierbei interagieren CD4-T-Zellen mit B-Zellen, die zur 
Antikörperproduktion und Ausschüttung antiinflammatorischer Zytokine (insbesondere 
IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10) stimuliert werden (7). 
 
 
1.4. Arten der Transplantation 
 
Bei einer Transplantation werden gezielt körperfremde Strukturen in einen 
Empfängerorganismus gebracht. Je nach Übereinstimmung der Gewebemerkmale von 
Spender und Empfänger werden unterschiedliche Transplantationstypen unterschieden 
(8). Bei der autologen Transplantation sind Spender und Empfänger identisch, das heißt 
dem Patienten werden vor Therapiebeginn oder während der Remission Stammzellen 
entnommen und nach Konditionierungstherapie (Chemotherapie und/oder Bestrahlung) 
wieder appliziert. Bei der syngenen Form handelt es sich um die Transplantation 
zwischen genetisch identischen Individuen (eineiige Zwillinge bzw. zwei Individuen 
eines Inzuchtstammes im Tierversuch). Während bei einem allogenen Transplantat 
Spender und Empfänger der gleichen Spezies zuzuordnen sind, gehören bei einer 
xenogenen Transplantation Spender und Empfänger nicht der gleichen Art an. Die 
alloplastische Transplantation definiert die Implantation eines künstlichen Materials in 
einen Empfänger.  
 
 
1.5. Transplantation und Abstoßungsreaktion 
1.5.1. Stammzell- / Knochenmarktransplantation 
 
Stammzell- bzw. Knochenmarktransplantationen sind bei vielen hämatologischen 
Erkrankungen, insbesondere der Leukämie, ein effektives Therapieverfahren (9). Im Jahr 
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2012 wurden in Deutschland 3147 allogene Stammzelltransplantationen durchgeführt 
(10). Trotz der Zunahme an eingetragenen Knochenmarkspendern in verschiedenen 
Registern, existiert nicht für jede notwendige Transplantation ein passender Spender. 
Bei den häufig stattfindenden allogenen Transplantationen kommen viele 
Komplikationen vor. Neben Infektionen (11); (12) und dem Wiederkehren der 
Grunderkrankung (13); (14) bzw. dem Auftreten von Sekundärtumoren (15) ist die Graft 
versus Host Disease (GvHD), also die Immunreaktion des Spenders gegen den 
Empfänger, eine gefürchtete Komplikation (16). Die Schwere der GvHD hängt im 
Mausmodell auch wesentlich von der Art der Transplantation ab. Bei syngener 
Transplantation im Mausmodell verhindert man praktisch eine GvHD durch 
Cotransplantation von Milzzellen. Viele Gruppen arbeiten mit einem „parent into F1 
Modell“. Dabei handelt es sich um ein semiallogenes oder haploidentes System, d.h. als 
Spender dient ein Elternteil des Empfängers (17); (18); (19). Bei allogener Transplantation 
sind schwere Verläufe von GvHD zu beobachten, die nicht selten mit dem Versterben 
der Tiere einhergehen (20); (21); (22).  
Bei der Abstoßungsreaktion werden die in den Empfängerorganismus transplantierten 
Zellen des Spenderorgans vom Immunsystem des Empfängers als körperfremd erkannt 
und vernichtet. Abstoßungsreaktionen werden in hyperakute, akute (12 Tage bis 4 
Monate nach Transplantation) und chronische (nach Monaten bis 1 Jahr) 
Transplantatabstoßung eingeteilt (23). Die Abstoßung beinhaltet T-Zell-vermittelte (24) 
und Antikörper-vermittelte (25) Reaktionen. Sind präexistente Antikörper gegen das 
Transplantat im Empfänger vorhanden (z.B. bei Empfängern von Spenderblut oder 
Zweittransplantationen, sowie nach Schwangerschaft), kommt es innerhalb von 
Minuten bis Stunden zur hyperakuten Abstoßung.  
 
 
1.6. Das Paradoxon: Ein immunologischer Fremdkörper wird nicht abgestoßen 
 
In einer normalen Auszuchtpopulation erbt der Fötus unterschiedliche Antigene von 
Mutter und Vater. Er ist bezüglich zur Mutter semiallogen. Vom immunologischen 
Standpunkt aus ist der Fötus daher für die Mutter ein Fremdkörper. Da semiallogene 
Transplantate, z.B. solche von den eigenen Kindern, abgestoßen werden, ist die 
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Erhaltung der Schwangerschaft in der immunkompetenten Mutter ein Paradoxon. Um 
dieses Paradoxon zu lösen, müssen sich, während der Entwicklung der Viviparie, ganz 
spezifische Mechanismen zum Überleben des Fötus, in Gegenwart des mütterlichen 
Immunsystems, entwickelt haben. Medawar und Billingham (26), motiviert durch die 
Erfahrungen mit Transplantationsexperimenten, formulierten als erste die These des 
immunologischen Paradoxons der Schwangerschaft. Sie stellten vier unterschiedliche, 
sich gegeneinander nicht ausschließende Hypothesen auf, die dieses Paradoxon erklären 
sollten:  
 
1. Der Uterus ist ein immunprivilegiertes Organ.  
Diese Hypothese wurde widerlegt. Allogene Transplantate in den schwangeren Uterus 
wurden jedoch mit einer leichten Verzögerung von einigen Tagen abgestoßen. Eine 
vorherige Immunisierung der Tiere konnte die Abstoßung drastisch beschleunigen. 
Außerdem führte die intrauterine Immunisierung mit allogenen Zellen zu einer 
schnelleren Abstoßung von allogenen Hauttransplantaten (27). Zudem gibt es beim 
Menschen erfolgreiche extrauterine Schwangerschaften, was verdeutlicht, dass der 
Uterus als Organ verzichtbar für die Schwangerschaft ist.  
 
2. Das fötale Gewebe ist nicht immunogen.  
Diese Hypothese stimmt nur teilweise. In der Maus-Plazenta, die die Grenzfläche 
zwischen Fötus und Mutter bildet, exprimieren Trophoblastenzellen ab Tag 9 der 
Embryonalentwicklung, in direktem Kontakt zur Mutter, paternale MHC I Moleküle (28); 
(29). Beim Menschen werden in der Plazenta, im Kontakt zum mütterlichen Gewebe, nur 
die nichtklassischen MHC I-Moleküle HLA-G und –E und eventuell das klassische 
MHC I-Molekül HLA-C exprimiert (30); (31). Die nicht klassischen MHC Ib-Moleküle 
HLA-E (Qa-1 in der Maus) und HLA-G sind nicht polymorph, binden β2m und werden 
im MHC kodiert. MHC Klasse II wird weder beim Mensch noch bei der Maus in der 
Plazenta von Trophoblasten exprimiert (32). MHC II wird nur von Makrophagen der 
Plazenta und Endothelzellen der Chorion-Villi exprimiert (33); (34). Die Plazenta ist 
demnach nur in frühen Stadien nicht immunogen. Die fehlende MHC II Expression auf 
Trophoblasten könnte in der Maus einen wichtigen Schutzmechanismus darstellen, da 
die experimentelle Induktion von MHC II auf Spongiotrophoblasten und Labyrinth-
Throphoblasten zum Abort führt, der durch Antikörper gegen MHC II verhindert 
werden kann (35).  
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Abb 3 Schematischer Aufbau der murinen feto-plazentalen Einheit. Nach Clark et al., 1984 (36). Die 
Decidua bildet den maternalen Teil der Plazenta, die in direktem Kontakt zum Giganten-Trophoblast des 
Fötus steht. Der Giganten-Trophoblast degeneriert im Laufe der Schwangerschaft, so daß maternales 
Gewebe und Blut in direkten Kontakt zum Spongiotrophoblast kommt. 
 
Diese abgeschwächte Antigenität ist jedoch nicht hauptsächlich für das Überleben des 
Fötus verantwortlich. Deutlich wird das in Experimenten, in denen spezifische 
Toleranzmechanismen der Plazenta gebrochen wurden und dies zu einer starken 
Antigen- und T-Zell-spezifischen Immunantwort gegen das fötale Gewebe und damit 
zum Abort führte (37). Auch in der normalen Schwangerschaft wird die Immunogenität 
des Fötus deutlich in Form von anti-paternalen Antikörpern oder der Hypertrophie der 
Uterusdrainierenden para-aortalen Lymphknoten, speziell in Schwangerschaften mit 
allogenen Föten (27). Die Antigene des Fötus sind weder anatomisch getrennt von der 
Mutter, noch sind sie zu wenig immunogen. Dies wird deutlich in Experimenten mit 
TCR-transgenen Mäusen, die eine Toleranzinduktion in der Schwangerschaft spezifisch 
gegen paternale Antigene zeigten (38). Die Frage, ob der MHC einen Einfluss auf die 
Immunogenität des Fötus hat, ist Gegenstand dieser Arbeit.  
 
3. Der Fötus ist anatomisch von der Mutter getrennt.  
Die These, die Plazenta könnte eine Art physikalische Barriere für das Immunsystem 
darstellen, wurde verworfen. Nagetiere und Primaten haben eine hemichoriale Plazenta, 
in denen die maternalen und fötalen Gewebe nicht durch eine Basalmembran 
voneinander getrennt sind. Die invasiven Trophoblasten bewirken sogar den Bruch von 
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Uterus-Gefäßen, was zum direkten Kontakt zwischen mütterlichem Blut und fötalen 
Trophoblasten führt (39). In der Schwangerschaft werden fötale Zellen in der Zirkulation 
gefunden (40); (41). Auch noch Jahre nach einer Schwangerschaft konnten männliche 
Zellen im mütterlichen Blut nachgewiesen werden (42); (43). Maternale Zellen migrieren 
in den Fötus und können dort unter Umständen sogar zu postnatalen Graft-versus-Host- 
Reaktionen führen (44); (45). Trotzdem ist die Sicht der Plazenta als eine immunologische 
Barriere nicht falsch. Die aktive Abwehr von Fötus-reaktiven T-Zellen durch die 
Plazenta stellt eventuell den wichtigsten immunologischen Mechanismus zum 
Überleben des Fötus dar.  
 
4. Die Schwangerschaft verändert die Immunantwort der Mutter.  
Diese Hypothese ist auch nur teilweise richtig. Eine systemische Antigen-unspezifische 
Immunsuppression findet kaum statt. Die schwangere Mutter zeigt eine normale 
Immunantwort gegen die meisten Pathogene und allenfalls eine leicht verzögerte 
Transplantatabstoßung. Dass das maternale Immunsystem jedoch antigenspezifisch 
durch den Fötus supprimiert werden kann, ist sowohl für B-, als auch für T-Zellen 
demonstriert worden (46). Die Schwangerschaft wird oft in Verbindung mit einer 
dominanten Th2-Immunantwort gebracht. So sind zum Beispiel die anti-paternalen 
Alloantikörper in der Schwangerschaft nicht-Komplement-fixierende IgG1-Antikörper, 
welche in Th2-Immunantworten gebildet werden (47). In der Tat kann die Injektion oder 
die experimentelle Induktion der Th1-Zytokine IFN-γ und IL2 zum Abort führen (48); (49). 
Aber auch Autoimmunerkrankungen können je nach Genese während der 
Schwangerschaft abgeschwächt oder verstärkt werden. In Mäusen schwächt die 
Deviation zur Th2-Antwort während der Schwangerschaft die Resistenz von C57BL/6-
Mäusen gegen Leishmania major (50). 
 
 
1.7. Schwangerschaft und das Immunsystem 
 
Die regulatorischen T-Zellen (Tregs), werden über die Expression den 
Transkriptionsfaktors Foxp3 definiert (51). Tregs sind ein Teil der peripheren 
Toleranzmechanismen und verhindern eine überschießende Immunantwort. Sie können 
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allerdings auch autoimmune T-Zellen, welche der negativen Selektion im Thymus 
entkommen sind, sowie Zellen des angeborenen Immunsystems in ihrer Aktivität 
unterdrücken (52). Jedoch können Tregs auch erwünschte Immunantworten wie z.B. gegen 
Tumore oder Pathogene unterdrücken (53). Insbesondere in der Transplantationsmedizin 
(54); (55); (56), aber auch bei Autoimmunität (57) und Allergien (58) haben Tregs große 
Bedeutung erlangt. Sowohl bei soliden Organtransplantationen als auch bei 
Stammzelltransplantationen gibt es vielversprechende Ansätze, die regulatorischen 
Eigenschaften dieser Zellen auszunutzen und therapeutisch anzuwenden.  
Auch bei der Pathogenese spontaner Aborte scheint eine inadäquate Funktion von Tregs 
von Bedeutung zu sein. Diese werden durch Schwangerschaft induziert und spielen eine 
entscheidende Rolle bei der mütterlichen Toleranz des allogenen Föten (59); (60). Bei 
Mäusen konnte eine Vermehrung der Tregs in para-aortalen Lymphknoten schwangerer 
Mäuse nachgewiesen werden. Nach Gabe von anti-CD25-Antikörpern kam es zum 
Rückgang der Tregs, einem Anstieg von aktivierten CD4+ und CD8+-Lymphozyten und 
damit zum Abort. Interessanterweise kam es bei syngenen Verpaarungen nicht zur 
Abstoßung der Frucht (61). Ob der MHC der Elterntiere einen Einfluss auf die Zahl und 
Lokalisation von Tregs in schwangeren Tieren nimmt, soll hier untersucht werden. 
 
 
1.8. Die immunologische Situation bei Transplantationen im Vergleich zur 
Schwangerschaft 
1.8.1. Immuntoleranz 
 
Verschiedene Organe werden als immunprivilegiert bezeichnet. Dies sind Organe, die 
nach Transplantation in histoinkompatible Empfänger verzögert abgestoßen bzw. in 
denen andere immunogene Allotransplantate nicht oder nur verzögert abgestoßen 
werden. Dies sind v.a. das Gehirn, die Augenlinse und Kornea, die Testes und Ovarien, 
sowie die Leber. Die Plazenta und der Fötus gelten ebenfalls als immunprivilegiert, da 
sie Alloantigene tragen und nicht abgestoßen werden. Die bisher bekannten 
Mechanismen der verzögerten Abstoßung sind:  
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1. physikalische Barriere zu dem Organ (z.B. die Blut-Hirn-Schranke im Gehirn 
oder die Sertoli-Zellen für Testes).  
2. defiziente oder andersartige lymphatische Drainage (vordere Augenkammer, 
Gehirn).  
3. reduzierte Immunogenität durch veränderte MHC I und/oder MHC II Expression 
(Gehirn, Plazenta und Fötus).  
4. Expression von FasL (Testes, Plazenta, Kornea und Leber).  
5. immunsuppressives Mikromilieu (v.a. TGF-β: vordere Augenkammer, Testes, 
Plazenta, Leber).  
 
In einigen Experimenten zeigten sich systemische, aktive Immundeviationen, wenn 
allogene Transplantate in immunprivilegierte Organe verbracht wurden (62); (63). Naive 
T-Zellen werden spezifisch in den Geweben, die Autoantigene exprimieren, tolerisiert 
(64); (65). Dies stellt ein konzeptionell wichtiges Modell dar, da es erklärt, wieso naive T-
Zellen periphere Antigene nicht ignorieren, sondern eine spezifische Toleranz 
entwickeln. 
 
 
1.9. Zusammenfassung und Fragestellung: 
 
Während der Schwangerschaft entwickelt sich eine Reihe von Toleranzmeachanismen 
im mütterlichen Organismus. Diese und ihr Zusammenspiel sind Gegenstand der 
aktuellen Forschung. Ein Teil dieser Immuntoleranz ist auf die Zeit der 
Schwangerschaft begrenzt. Es ist aber bekannt, dass zwischen Müttern und ihren 
Kindern eine spezifische Immuntoleranz auch über die Schwangeschaft hinaus besteht. 
Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass post partum mütterliche Lymphozyten 
abgeschwächt gegen die ihrer männlichen Neugeborenen und väterliche gegen 
Lymphozyten ihrer Töchter reagieren. Auch zwischen erwachsenen Kindern und ihren 
Eltern besteht diese Imbalance fort und unterscheidet sich signifikant von der Reaktion 
zwischen Unverwandten (66); (67). Eine Art „Impfreaktion“ während des engen Kontakts 
der Mutter durch die Schwangerschaft erklärt die Toleranzreaktion der Väter nicht. In 
zurückliegenden Untersuchungen bestand die Einschränkung durch x- und y- Marker 
mittels FiSH-Reaktion, nur getrenntgeschlechtliche Reaktionspartner gegeneinander 
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testen zu können (68). Unklar bleibt bislang, wie eine derartige Toleranz zustande kommt 
und welche immunologischen Mechanismen hierfür verantwortlich sind. Daher sollte 
der Einfluss des MHC der Eltern, beziehungsweise deren Mismatch, auf die Fertilität 
und Nachkommenzahlen hier untersucht werden. Desweiteren sollte die Frage 
beantwortet werden, ob der MHC bzw. der MHC–Mismatch zwischen Vater und Mutter 
die Bildung von CD4+/CD25+-regulatorischen T-Zellen in Lymphknoten, Thymus und 
Plazenta während der Schwangerschaft beeinflusst. Dafür wurde die Reaktion der 
elterlichen und kindlichen Lymphozyten gegeneinander in Bezug auf den Einfluss des 
Geschlechts und der Ausbildung einer MHC-abhängigen Immunität untersucht.  
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2. Patienten, Versuchstiere, Material und Methoden 
 
2.1. Etablieren eines Outbred-Mausmodells mit 4 bekannten MHC-Haplotypen 
 
Für die Beantwortung der Fragestellung war es notwendig, bei gemischtem genetischem 
Hintergrund mit definiertem MHC-Match bzw. -Mismatch zwischen Vater und Mutter 
arbeiten zu können. Dazu wurden vier Inzuchtmausstämme mit jeweils verschiedenen 
MHC-Typen eines „Outbred-Stammes“ über jeweils 3 Generationen gekreuzt. Für die 
weiteren Versuche war es so möglich, bei gemischtem gentischem Hintergrund 
definierte MHC-Typen zu verwenden. Die dafür genutzten Inzuchtstämme, die 
Bezugsquellen sowie der entsprechende MHC-Typ sind im Folgenden tabellarisch 
aufgelistet:  
 
Mausstamm Bezugsquelle MHC-Typ 
BALB C Jackson Laboratories/Main/USA H2 dd CBA/J, H2 kk 
C57BL/6 (Taconic/Dänemark) 
 
H2 bb 
DBA/1 H2 qq  
 
 
Die weitere Zucht erfolgte nach folgendem Schema:  
 
P C57BL/6J (H2 bb) x DBA/1J (H2 qq) BALB/C (H2 dd) x CBA/J (H2 kk) 
 
F1    bq                  x   dk 
 
F2    bd  dk   qd  qk 
 
F3 bk  bd  dk        bq                 qd      qk
  
 
Abb 4 Outbred-Mausmodell mit 4 bekannten MHC-Haplotypen 
 
 
Die Verwendung von Nachkommen für die Weiterzucht erfolgte jeweils im Alter von 
12 Wochen. Die Nachkommen jeder Generation wurden gezählt, um 
mausstammbedingte Einflüsse auf den Verlauf der Schwangerschaft bzw. 
Nachkommenzahl zu erfassen.  
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Alle Experimente wurden nach den Richtlinien des Bundeslandes Sachsen-Anhalt und 
entsprechend des Tierschutzgesetzes §11a(1) und der Verordnung über Aufzeichnungen 
über Versuchstiere und deren Kennzeichnung vom 20.05.1988, durchgeführt (69); (70).  
 
 
2.2. Geräte und Verbrauchsmaterialien für die weiteren Versuche  
 
Geräte: 
Präparierbesteck (Schere, Pinzette) Desderman® Schülke & Mayr, (Norderstedt, BRD) 
Zentrifuge: Multifuge 3 S-R Heraeus (Osterode, BRD) 
Mikroskop Olympus CKX41 Olympus (Hamburg, BRD) 
FACS Gerät FACS Calibur, Becton-Dickinson GmbH (Heidelberg, BRD) 
Software Becton-Dickinson GmbH (Heidelberg, BRD) 
Cell Quest Pro, FACS Array™ Software 
FACSComp Software and BD Calibrite beads 
FACSDiva Software 
 
Verbrauchsmaterialien:  
Eppendorfgefäße Safe-lock-tubes 1,5ml, Eppendorf AG, (Berlin, BRD) 
Pipettenspitzen verschiedene Größen, Carl-Roth-GmbH (Karlsruhe, BRD) 
Pasteurpipetten PE-LD, Brand GmbH & Co KG, (Wertheim, BRD) 
0BPasteurpipetten Natron-Kalk-Glas, Brand GmbH & Co KG, (Wertheim, BRD) 
Sterile Pipetten (10ml, 5ml), Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen, BRD) 
Gewebekultuplatten (96-well bzw. 24-well), Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen, 
BRD) 
PP-Test-tubes (15ml, 50ml), Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen, BRD) 
Cell Strainer 70µm Nylon, BD FalconTM (Bedford, USA) 
Multipipette, Eppendorf AG (Berlin, BRD) 
FACS-Röhrchen, Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen, BRD) 
Petrischalen Ø60mm x 15mm, Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen, BRD) 
Sterile Spritzen 5ml, Becton-Dickinson GmbH (Heidelberg, BRD) 
Skalpellklingen Aesculap, B Braun AG (Melsungen, BRD) 
Hämatokritkapillare 75mm Glas heparinisiert, Hirschmann AG (Heilbronn, BRD) 
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Puffer, Medien und Lösungen: 
PBS Dulbecco (1x) w/o Ca2+, Mg2+ LE, Biochrom AG (Berlin, BRD) 
FACSTM Lysing Solution 10x (1:10 verdünnt mit Aqua dest.), BD (San Jose, USA) 
AIM-V® Medium Serum Free Medium 1x, +L-Glutamine, +50µg/ml Streptomycin 
Sulfate, +10µgml Gentamicin Sulfate, GIBCO12055, invitrogen™ 
(Karlsruhe/Heidelberg)+ 1,75µl ME 
2-Mercaptoethanol (ME)  >=99%, Sigma-Aldrich (Steinheim, BRD) 
Ionomycin 1mg/ml gelöst in DMSO, Calbiochem (La Jolla, USA) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) >= 99,9%, Sigma-Aldrich (Steinheim, BRD) 
Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) 10-4M, Approx 99% (TCC) (P1585), Sigma-
Aldrich (Steinheim, BRD) 
Ethanol , ROTIPURAN®, ≥99,8 %, p.a., Ethylalkohol, Carl-Roth-GmbH (Karlsruhe, 
BRD) 
Essigsäure 100 %, Carl-Roth-GmbH (Karlsruhe, BRD) 
TrypanBlue Solution (0,4%), Sigma-Aldrich (Steinheim, BRD) 
PBS Dulbecco (1x) w/o Ca2+, Mg2+ LE, Biochrom AG (Berlin, BRD) 
 
Antikörper für die Durchflusszythometrischen Bestimmungen:  
 
MHC- Antikörper: 
PE b H2K b PE labeled anti-mouse (AF6-88.5) 0,2mg/ml, PE k PE anti-mouse H2Kk 
(36-7-5) 0,2mg/ml, FITC d FITC anti-mouse H-2Kd (SF1-1.1) 0,5mg, FITC q FITC 
anti-mouse H-2Kq (KH114) 0,5mg/ml , FITC k FITC anti-mouse H-2Kk (36-7-5) 
0,5mg/ml; alle BD Pharmingen ™ (San Diego, USA) 
 
T-Zell-Antikörper: 
PerCP-Cy™5.5 Rat Anti-Mouse CD8a (Ly-2) (53-6.7) 0,2mg/ml; PE-CF594 Rat Anti-
Mouse CD4 (CD4 antigen; L3T4) (RM4-5) 0,2mg/ml; APC Rat Anti-Mouse CD25 
(Interleukin-2 receptor alpha chain) (PC61) 0,2mg/ml; Per CP 5.5 labeled anti-mouse 
CD69 (very early activation AG) (H1.2F3) 0,2mg/ml; alle BD Pharmingen ™ (San 
Diego, USA) 
 
Material für die Unidirektionalen humanen  MLC: 
Ficoll-PaqueTM, Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden) 
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Gewebekulturplatten 96-well, Falcon®, Becton Dickinson Labware (Heidelberg, BRD) 
Zellkulturmedium (RPMI 1640), plus 10% of inactivated pooled human serum, GIBCO 
Life Technologies (Paisley, UK) 
CiH3-thymidine (TRA.120), Amersham (Buckinghamshire, UK) 
Zellernter Mach III Harvester 96, Tomtec (Hamden, USA) 
Filtermatten Wallac (Turku, Finland) 
Flüssigkeitsszintillationszähler 1450 Microbeta, Trilux®, Wallac 
 
 
2.3. Bestimmung des MHC in den Mäusen  
 
Durch einen kleinen Schnitt mittels Skalpellklinge wurden den Mäusen einige µl Blut 
aus der Schwanzvene entnommen und in einer heparinisierten Hämatokritkapillare 
aufgefangen. Anschließend wurde das Blut mit 5 ml PBS in ein FACS-Röhrchen 
gespült. Danach erfolgte die Zentrifugation für 5 min bei 2000 rpm und 4 °C.  
Das nach Absaugen des Überstandes verbliebene Pellet wurde mit 50µl des jeweils 
verdünnten Antikörpers resuspendiert. Dabei wurde jeweils ein PE- und ein FITC-
Antikörper verwandt, um parallel beide Farben mit dem FACS-Calibur messen zu 
können (z.B. 50 µl H2K b PE und 50 µl FITC H-2Kq oder 50 µl H2Kk  PE und 50 µl  
FITC H-2Kd). Jeder Ansatz wurde anschließend 20 min bei Dunkelheit und 
Raumtemperatur inkubiert, um die Bindung der Antikörper an die MHC-Moleküle zu 
gewährleisten. 
Zu jeder Probe wurden 300 µl 1:10 verdünnte FACSTM Lysing Solution gegeben. Die 
Proben wurden für weitere 20 min bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert und 
während dieser Zeit einige Male geschüttelt um zusätzlich mechanischen Stress auf die 
Erythrozyten auszuüben.  Durch Zugabe von 5 ml PBS wurde die Lysereaktion gestoppt 
und die Proben anschließend 5 min bei 2000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das 
entstandene Pellet enthielt nun fast ausschließlich Lymphozyten und wurde in 250 µl 
PBS aufgenommen und resuspendiert.  
Je Probe wurden jeweils ein PE (Phycoerythrin) und ein FITC 
(Fluoreszeinisothiozyanat) gegeneinander aufgetragen, um so die fehlerfreie Zuordnung 
auch bei der F2-Generation zu gewährleisten. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten 
wurden 104 Zellen jeder Probe gezählt. 
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2.4. Wurfgrössen 
 
Die Nachkommen der jeweiligen Generationen wurden gezählt und nach ihrem H2k 
typisiert. Um den Einfluss des MHC auf die Wurfgrößen zu untersuchen erfolgten 
folgende Verpaarungen: 
 
P- Generation: DBA/1 (qq)   x  DBA/1 (qq) 
F2- Generation: (qq)   x (qq) 
F3- Generation: (qq)  x (qq) 
   (qq)  x (bb) 
 
 
 
 
Abb 5 FACS-Messung der MHC-Bestimmung
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2.5. Bestimmung der CD4+/CD25+ regulatorischen T-Zellen während der 
Schwangerschaft 
 
Es erfolgte die Verpaarung von Männchen der F2-Generation (qq/bb) mit Weibchen der  
F2-Generation (qq). 
 
non-mismatch Konstellation: ♂F2 qq x ♀F2 qq  
 
mismatch Konstellation: ♂F2 bb x ♀F2 qq  
 
Der Tag 0 der Schwangerschaft wurde durch Kontrolle der vaginalen Plaques festgelegt 
und die Verpaarungen am Tag 19 getötet. Es erfolgte die Beendigung der Trächtigkeit, 
die Feten bzw. Aborte wurden gezählt und die peripheren, paraaortalen Lymphknoten, 
Thymus und Plazenta entfernt. Als Kontrolltiere dienten ein nicht schwangeres 
Weibchen und ein Männchen (im MHC übereinstimmend mit dem Verum-Tier). Die 
Aufarbeitung der Lymphknoten, Plazenta und Thymus erfolgte durch Homogenisierung 
der Organe durch Cell Strainer 70 µm Nylon. Jeder Ansatz wurde in ein PP-Tube 
überführt und ggf. mit PBS auf 10 ml aufgefüllt. Bei 2000 rpm 4°C wurden die Proben 
für 5 min zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Eine Zelldichte von 3 x 106 wurde 
hergestellt. Die Färbung erfolgte nach Herstellerangaben mittels PerCP-Cy zur 
Markierung der CD8+-Zellen, PE für CD4+-Lymphozyten, sowie APC als 
Aktivierungsmarker für Treg. Die Messung erfolgte via FACS.  
 
 
2.6. Bidirektionale Mixed Lymphocyte Reaction der P-Generation 
 
Die ausgewählten Inzuchtmausstämme wurden in der P-Generation auf ihre 
Immunantwort bezüglich der CD8+/CD69+-Lymphozyten in einer MLR getestet. Auch 
die F2-Generation aus diesen Kombinationen wurde durch MLR auf diese Weise 
untersucht. Um herauszufinden, ob der MHC der Inzuchtstämme einen Einfluss auf die 
Reaktion hat, wurden homozygote Kombinationen, wie die der P-Generation verwandt. 
Nach folgendem Kreuzungsschema wurde vorgegangen.  
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P-Generation:  CBA/J (kk) x BALB/C (dd)  
   C57BL/6 (bb) x DBA/1 (qq) 
 
F1-Generation  CBA/J/BALB/C (kd) x CBA/J/BALB/C (kd) 
   C57BL/6/DBA/1 (bq) x C57BL/6/DBA/1 (bq) 
 
F2-Generation  (kk), (kd), (kb), (kq), (bb), (bd), (bq), (qq), (qd), (dd) 
 
Die Versuchstiere wurden im Alter von mindestens 12 Wochen durch Kohlenmonoxid 
getötet und die Milz präpariert. In PP-Tubes und 10 ml PBS aufgenommen. Auf Eis 
gekühlt erfolgte die Lagerung der Organe bis zur Weiterverarbeitung. Die Milzen 
wurden in Petrischalen durch Cell Strainer 70 µm Nylon homogenisiert, jeder Ansatz in 
ein PP-Tube überführt und ggf. mit PBS auf 10 ml aufgefüllt. Bei 2000 rpm und 4°C 
wurden die Proben über 5min zentrifugiert,  der Überstand abgesaugt und das Pellet mit 
10 ml PBS resuspendiert.  
 
 
2.6.1. Bestimmung der Zellzahl 
 
10 µl der homogenen Zellsuspension wurden mit 90 µl 2%iger Essigsäure in einer 96-
well Platte für 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 10 µl dieser 
Lösung durch mehrmaliges auf- und abpipettieren mit 10 µl TrypanBlue Solution gut 
vermischt. Hierdurch nehmen tote Zellen den blauen Farbstoff auf, vitale Lymphozyten 
hingegen bleiben farblos. 10 µl dieser Lösung wurden in eine Neubauer Zählkammer 
gebracht und unter dem Mikroskop in zwei, einander nicht berührenden Großquadraten 
die vitalen Lymphozyten gezählt. Die Zelldichte der Ausgangslösung wurde mit 
folgender Formel bestimmt (nach: Zellzählung mit der Neubauer Zählkammer). 
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x  = N/(Q*VK)*VG/VZ 
 
N  = Anzahl der gezählten Zellen [Zellen] 
Q  = Anzahl der ausgezählten Großquadrate (=2) 
VG  = eingesetztes Gesamtvolumen (Trypanblau+Zellsuspension) (=20μl) 
VZ  = Volumen der eingesetzten Zellsuspension (=10μl) 
VK = Kammervolumen über einem Großquadrat (=0,001 ml) 
x  = Zelldichte [Zellen/ml] 
 
Für die MLR wurde eine Zelldichte von 3*106 Zellen/ml festgelegt. Die entsprechende 
Menge an Zellsuspension wurde ein weiteres Mal 5 min bei 2000 rpm und 4 °C 
zentrifugiert und anschließend das Pellet je nach Organgröße in 10 ml (30*106 Zellen) 
bzw. 20 ml (60*106. Zellen) resuspendiert. Von jeweils zwei Tieren wurde je 1 ml  in 
eine 24-well Kulturplatte überführt und bei 37 °C und 5 % CO2-Spannung im 
Brutschrank inkubiert. Dieser Ansatz erfolgte jeweils doppelt, da zu zwei verschiedenen 
Zeitpunkten (48 h und 144 h) die Aktivierung und Proliferation der Lymphozyten 
gemessen werden sollte.  
 
 
2.6.2. Unspezifisch stimulierte und unstimulierte Lymphozytenkulturen 
 
Für jedes Tier wurde als Kontrolle der Vitalität und Proliferationsfähigkeit, eine 
stimulierte und eine unstimulierte Lymhozytenkultur angelegt. Für die unstimulierte 
Kultur erfolgte die Pipettierung von je 2 ml pro Tier in ein well der 24-well- 
Kulturplatte. Die Stimulation erfolgte mit PMA/Ionomycin, dieses wurde wie folgt 
verdünnt:  
 
• 1 mg PMA in 16,2 ml C2H5OH (unvergällt) gelöst -> 10-4M 
• PMA (10-4M)-1:250 mit PBS verdünnt, 1 ml PBS + 4 µl PMA 
• davon 10 µl in 10 ml AIM-V Medium  
• 1mg Ionomycin in 1 ml DMSO gelöst 
• portioniert 10 µl pro Aliquot (eingefroren bei -20 °C) 
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Die Aliquots wurden bei Bedarf langsam aufgetaut und zu 10 ml AIM-V Medium mit 
PMA gegeben. Für die Stimulation wurde jeweils 1 ml der präparierten Lymphozyten 
eines jeden Tieres mit 1 ml des wie oben beschrieben hergestellten Mediums, in Kultur 
gebracht. Die Inkubation erfolgte zusammen mit den MLRs bei 37 °C und 5 % CO2-
Spannung im Brutschrank.  
 
 
2.6.3. 48 h-Messung 
 
Da das Medium bei längerer Kultivierung aufgebraucht ist, sind stimulierte und 
unstimulierte Kontrollen bereits nach 48 h geerntet worden. Der erste Ansatz der MLRs 
wurde ebenfalls zu diesem Zeitpunkt gemessen. Das Verhältnis der beiden 
Lymphozytenpopulationen sollte erwartungsgemäß bei 50 % : 50 % liegen. Zunächst 
erfolgten die lichtmikroskopische Begutachtung der Kultur sowie die Kontrolle des 
Farbumschlags im Medium. Jeder der Ansätze wurde in FACS-Röhrchen überführt, 
noch einmal mit PBS gewaschen und für 5 min bei 2000 rpm, 4 °C zentrifugiert. Die 
bekannten MHC-Oberflächenmoleküle der Elterntiere wurden mit FITC und PE gefärbt 
(siehe Lymphozytenfärbung mittels Antikörper). Zusätzlich erfolgte die Färbung mit 
PerCy5.5, (1:200 verdünnt mit PBS) um den Aktivierungsmarker CD69 zu erfassen. 
Zur Identifizierung der Lymphozyten aus der CD8-Population erfolgte die Färbung mit 
APC (1:200 verdünnt mit PBS). Diese Ansätze wurden für weitere 20 min bei 
Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert und während dieser Zeit einige Male 
geschüttelt, mit dem FACS-Gerät gemessen und ausgewertet.  
 
 
2.6.4. 144 h-Messung 
 
Die Messung der Proliferation der MLRs erfolgte nach 144 h, denn Voruntersuchungen 
erbrachten, dass zu diesem Zeitpunkt die Lymphozyten optimal proliferiert, die 
Nährmedien jedoch noch nicht erschöpft sind. Ernte, Färbung und Messung der Zellen 
erfolgten analog zur 48 h-Messung.  
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2.7. Analytische Methode Durchflusszytometrie 
 
Mit dem FACS-Gerät (FACS=Fluorescence Antibody Cell Sorter) kann sowohl der 
Zelltyp als auch die Expression bestimmter Oberflächenmoleküle gemessen werden. 
Hierfür passieren die Zellen eine Kapillare in einer Spülflüssigkeit, so dass ein Strom 
einzelner Zellen entsteht. FACS-Calibur verfügt über einen Argonlaser (488 nm) und 
eine rote Laserdiode (633 nm). Deren Licht trifft auf die Zellen, wodurch forward 
scatter, FSC (Vorwärtsstreulicht - das in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht) und 
side scatter, SSC (Seitwärtsstreulicht -in rechtem Winkel zum Laserstrahl gestreutes 
Licht) entstehen. FSC erlaubt eine Aussage über die Größe, SSC ist ein Maß für die 
Granularität der Zelle. Durch das Auftragen beider Größen in einem Diagramm können 
einzelne Leukozytenpopulationen unterschieden werden. Die zu messenden 
Oberflächenstrukturen (MHCs) wurden in der vorliegenden Arbeit mit monoklonalen 
Antikörpern markiert, welche sich mit derselben Wellenlänge anregen lassen. Die 
Antikörper verfügen über ein, für den jeweiligen Farbstoff charakteristisches, 
Emmissionsspektrum. Aus diesem Grund ist es möglich verschiedene 
Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig zu messen. Das emittierte Licht (Fluoreszenz) 
korreliert mit der Rezeptordichte der gemessenen Zelle. Von den 4 zur Verfügung 
stehenden Fluoreszenzkanälen wurden 2 genutzt: FL1 (für das Fluorochrom FITC) und 
FL2 (für PE).  
 
 
Fluoreszenzfarbstoff Exzitations- 
Maximum (nm)
Emmissions- 
Maximum (nm)
Laser (nm) 
FITC 495 520 488A 
PE 564/495 576 488A 
 
Tabelle 1 zeigt die spektralen Eigenschaften, Exzitationsmaxima, Emmissionsmaxima und geeigneten 
Lasertypen für Fluoreszeinisothiocyanath (FITC) und Phycoerythrin (PE). A= Argon-Ionen Laser Caltag 
Laboratories (International) GmbH (Hamburg, BRD) 
 
Die differenzierte Auswertung der gemessenen Zellpopulationen erfolgte mit Cell Quest 
Pro, FACS Array™ Software für Apple-MacIntosh Computer. Die 
Leukozytenpopulation wurde durch Gates erfasst und die Antikörper je nach 
Fragestellung in Kombination gesetzt.  
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Abb 6 Neutrophile Granulozyten: groß, viel Granula , Monozyten: groß, kaum Granula, Lymphozyten: 
klein, kaum Granula 
 
 
2.8. Bidirektionale Mixed Lymphocyte Reaction der F2-Generation 
 
Nach der MHC-Bestimmung der Nachkommen erfolgte Analog zum Ansatz der MLR 
für die P-Generation dieser auch für die F2-Generation. Es wurden die MHC-
Kombinationen der P-Generation (kk) x (dd) und (bb) x (qq) verwandt. Die 
Versuchstiere (F2- und F3-Generation) wurden im Alter von mindestens 12 Wochen 
und gleichzeitig die zugehörigen Elterntiere durch Kohlenmonoxid getötet. Wie unter 
2.6. (Bidirektionale Mixed-lymphocyte-reaction der P-Generation) beschrieben, wurde 
die Milz präpariert. Die Bestimmung der Zellzahl und die entsprechende Verdünnung 
erfolgten ebenfalls analog den Voruntersuchungen. Die Kontrolle der Vitalität und 
Profliferationsfähigkeit fand durch angelegte stimulierte und eine unstimulierte 
Lymhozytenkulturen für jedes Tier statt. 
 
F2 ♂ (bk) 
unstim. 
F2 ♂ (bk) 
P/I 
F2 ♂ (bk) +  
F3 ♀  
F2 ♂ (bk) + 
+F3 ♂ 
F3 ♂ 
unstim. 
F3 ♂ 
P/I 
F2 ♂ (qd) 
unstim. 
F2 ♂ (qd) 
P/I 
F2 ♂ (qd) +  
F3 ♀ 
F2 ♂ (qd) + F3 
♂ 
F3 ♂ 
unstim. 
F3 ♂ 
P/I 
F2 ♀ (bk) 
unstim. 
F2 ♀ (bk) 
P/I 
F2 ♀ (bk) +  
F3 ♀ 
F2 ♀ (bk) + F3 
♂ 
F3 ♀ 
unstim. 
F3 ♀ 
P/I 
F2 ♀ (qd) 
unstim. 
F2 ♀ (qd) 
P/I 
F2 ♀ (qd) +  
F3 ♀ 
F2 ♀ (qd) + F3 
♂ 
F3 ♀ 
unstim. 
F3 ♀ 
P/I 
 
Tabelle 2 Notwendige Ansätze für ein Experiment 
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Die Fetalgeneration besitzt jeweils eines der bekannten Allele der Parentalgeneration. 
Das zweite identifiziert die F3-Generation, denn es stammt vom jeweils anderen 
Elternteil ab und unterscheidet sich in jedem Falle vom kombinierten Elternteil. Wie 
unter MHC-Typisierung beschrieben, wurden die bekannten MHC-
Oberflächenmoleküle der Elterntiere und ihrer Nachkommen (FITC und PE) gefärbt. 
Zusätzlich erfolgte die Identifizierung der aktivierten Lymphozyten aus der CD8-
Population mittels APC und Per CP 5.5 (1:200 verdünnt). Diese Ansätze wurden wie 
unter 2.6. beschrieben, inkubiert, anschließend gründlich geschüttelt, mit dem FACS-
Gerät gemessen und ausgewertet.  
 
 
2.8.1. Kontrollen 
 
Es erfolgten Kontrollen für die MLRs zwischen unverwandten Tieren der F3- 
Generation. Dabei wurde darauf geachtet, dass diese dem Alter und dem H2K der 
Verum-Tiere entsprachen. Die Inkubation erfolgte ebenfalls für 48 h und 144 h. Die 
Antikörperfärbung und anschließende FACS-Messung verlief identisch zu der Verum-
Gruppe. 
 
 
2.9. Unidirektioneale Mixed Lymphocyte Reaction in menschlichen Probanden  
 
Um einen Hinweis zu erhalten, ob die in den Mäusen generierten MLR-Ergebnisse auf 
das Humanmodell übertragbar sind, fanden sich Daten der Knochenmarkspenderdatei 
der Universitätsklinik Essen von Transplantationskandidaten sowie deren Söhnen und 
Töchtern. Diese kamen als mögliche Spender in Frage. Als Einschlusskriterien wurden 
das Vorhandensein sowohl eines weiblichen und eines männlichen Nachkommens, 
sowie dem Mausmodell entsprechend, deren HLA- Identität festgelegt. Diese seltene 
Konstellation fand sich nur bei vier Vätern und drei Müttern, welche an 
unterschiedlichen hämatopoetischen Neoplasien litten. Um die Eignung für eine 
potentielle Knochenmarkspende zu testen, wurden bei diesen Probanden 
Unidirektionale MLCs durchgeführt. Als Kontrollen dienten jeweils drei gesunde 
Personen, jeweils HLA-DRB1 verschieden. 
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Sowohl den Patienten, den potentiellen Spendern als auch den Kontrollprobanden 
wurden jeweils Proben á 20 ml hepanisierten Blutes, durch eine periphere venöse 
Punktion mit einem Adaptersystem und Heparinmonovetten entnommen. 
Aus diesem Blut wurden dann mononucleäre Zellen (PBMC) mittels 
Dichtegradientenzentrifugation durch Ficoll-PaqueTM nach Herstellerangaben 
gewonnen. Für die unidirektionalen MLRs wurden rundbodige Gewebekulturplatten 
verwendet. Pro well wurden 200 µl Zellkulturmedium, 5x104 Responder-Zellen (RC) 
und 5x104 Stimulator-Zellen (mit 12,5 Gy bestrahlt) zugegeben. Es wurden Triplets 
(drei Ansätze) angelegt und für 6, 7 und 8 Tage bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. Für 
die letzten 18 Stunden wurden die Zellen mit 1 µl CiH3-Thymidin pro well markiert. 
Die Kulturen wurden mittels Mach III Harvester 96 auf Filtermatten geerntet und die 
inkorporierte Radioaktivität mittels Flüssigkeitsszintillationszähler quantifiziert und als 
cpm (counts per minute) angegeben. Die MLR-Ergebnisse wurden als Stimulations-
Index (SI = Median der allogen stimulierten cpm geteilt durch den Median der 
autologen (spontanen) cpm) angegeben.  
 
 
2.10. Statistik 
 
Die Aufarbeitung der Daten erfolgte mit Methoden der deskriptiven Statistik. Die 
Auswertung erfolgte mit Microsoft Office Exel 2007© und GraphPad Prism 3.02©.  
Das Signifikanzniveau wurde zuvor auf α = 0,05 festgelegt. Zum Stichprobenvergleich 
kamen nichtparametrische Tests zum Einsatz. Hierbei wurde der Student´s T-Test 
verwendet. Für die Vergleichbarkeit der SI-Werte bei menschlichen Paaren bestehend 
aus Eltern-Sohn, Eltern-Tochter wurde der Wilcoxon matched pairs Test verwendet. Ein 
Wert von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant festgelegt.  
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3. Ergebnisse 
 
3.1. Wurfgrößen und Lebendgeburten 
 
Das Outbred-Mausmodell mit 4 bekannten H2-K-Haplotypen entstand aus 4 häufig 
verwendeten Inzuchtmausstämmen. Die Nachkommen der jeweiligen Generation 
wurden gezählt und für die weitere Zucht nach ihrem H2-K-Haplotyp typisiert. Dies 
erfolgte im Alter von mindestens 12 Wochen, damit die Tiere ein voll entwickeltes 
Immunsystem aufwiesen. Die Kombination erfolgte jeweils nach der erwarteten 
Immunantwort. DBA/1(qq) und Balb/c(dd) reagieren laut Voruntersuchungen und 
Literaturangaben eher in Richtung Th2, C57BL/6(bb) und CBA/J(kk) in Richtung Th1. 
Deswegen wurde jeweils ein Th1- mit einem Th2-reagierenden Inzuchtmausstamm 
gekreuzt.  
Die Anzahl der Lebendgeburten der mit Balb/c Männchen verpaarten CBA/J Weibchen  
(7,4 ± 1,2) zeigen keinen Unterschied gegenüber den Pärchen der F1-Generation (7,1 ± 
1,7). Die Anzahl der Lebendgeburten der mit CBA/J Männchen verpaarten Balb/c (6,1 
± 1,5) unterscheidet sich davon signifikant.  
  
 
Abb 7 Anzahl der Lebendgeburten Balb/c und CBA/J 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
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10
female male all female male all female male all
Balb/c♀ x CBA/J♂ CBA/J♀ x Balb/c♂
*
** ***
*vs**p=0,05 **vs***p=0,61 *vs***p=0,16
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Ähnliche Ergebnisse zeigten die Verpaarungen von C57BL/6 und DBA/1 Tieren. 
Wurden DBA/1 Weibchen mit C57BL/6 Männchen verpaart kam es zu geringeren 
Wurfgrößen (3,0±1,9). Wurden C57BL/6 Weibchen mit DBA/1 Männchen verpaart 
(5,3±2,7) entstanden zwar mehr Nachkommen, aber die F1-Generation war noch 
fruchtbarer (7,4±2,1). Die jeweiligen Ergebnisse unterscheiden sich signifikant. 
 
 
Abb 8 Lebendgeburten C57BL/6 und DBA/1 
 
 
3.2. Nachkommenzahl in Anhängigkeit vom MHC 
 
Um zu zeigen, dass die geringe Reproduktivität eines Zuchtstammes nicht in dessen 
MHC begründet liegt, wurde die P-Generation von DBA1 Mäusen untereinander 
verkreuzt. Deren Nachkommen wurden mit der Anzahl von Nachkommen von DBA1 
mit C57/BL6 gekreuzten Mäusen der F2-Generation, wobei Vater und Mutter dieselbe 
MHC-Konstellation aufwiesen (jeweils qq), verglichen. Abbildung 9a zeigt, dass die 
Anzahl der Nachkommen der DBA1/C57/BL6 Hybride signifikant höher ist als die 
Nachkommen des Inzuchtstammes. Dies ist unabhängig vom MHC, der bei beiden 
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gleich ist. Wurden DBA1/C57/BL6 Hybride der F3-Generation gekreuzt, so konnte  
kein Unterschied in der Nachkommenzahl von MHC-Mismatsch-Paaren (qb) gegenüber 
Non-Mismatchverpaarungen (qq) festgestellt werden (Abb 9b) 
 
 
a) b)  
   
 
 
3.3. CD4+/CD25+ regulatorische T-Zellen während der Schwangerschaft 
 
Abbildung 10 zeigt, dass es während der Schwangerschaft keinen Unterschied im 
prozentualen Anteil der CD25+Treg-Zellen an CD4+CD8+-Lymphozyten in den 
peripheren und paraortalen Lymphkonten zwischen Mismatch- und Non-mismatch-
Konstellation der Eltern-Tiere gab. Gekreuzt wurden Outbred-Männchen der F2-
Generation (qq/bb) mit Outbred-Weibchen der F2-Generation (qq).   
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Abb 9 MHC-unabhängige Nachkommenzahl
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Abb 10 Anteil CD4+CD25+Treg-Zellen an CD4+CD8+-Zellen in Prozent, Periphere NL * vs** p= 0,15, 
paraaortale NL * vs** p= 0,42, Thymus * vs** p= 0,66, Plazenta * vs** p= 0,07, n= 5 
 
 
Lediglich in der Plazenta ist ein fast signifikanter Unterschied zu beobachten (p = 0.07). 
Der prozentuale Anteil der CD25+Treg-Zellen war hier aber überraschend bei den Non-
Mismatch-Tieren höher.  
Für den prozentualen Anteil CD4+/CD25+Lymphozyten an den CD4+-Zellen  konnte 
zwischen schwangeren und nicht schwangeren MHC-Mismatch Tieren kein 
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Relationen entsprachen in etwa dem 
vorangegangenen Versuch. In der Plazenta waren wiederum weniger Treg nachweisbar 
als in den Lymphknoten, aber mehr als im Thymus (Abb 11). 
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Abb 11 Anzahl regulatorischer T-Zellen im Vergleich, periphere NL *vs ** p= 0,17, paraaortale NL * 
vs** p= 0,8, Thymus *vs ** p= 0,27, n=5 
 
 
3.4. Bidirektionale Mixed Lymphocyte Reaction der P-Generation 
 
Um die Immunantwort zwischen Eltern-Tieren und deren Nachkommen zu bestimmen, 
erfolgten zunächst MLRs zwischen gleichgeschlechtlichen Balb/C- und CBA/J-, sowie 
zwischen C57BL/6- und DBA/1-Mäusen. Die prozentualen Anteile der CD8+CD69+-
Zellen nach 48, 96 und 144 Stunden sind in den Abbildungen 12 und 13 dargestellt.   
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Abb 12 zwischen P-Generation C57BL/6 (bb) und DBA1 (qq) 
 
 
Abb 13 MLR zwischen P-Generation Balb/c (dd) und CBA/J (kk) 
 
 
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%
100%
24 48 72 96 120 144 168
CD
8+
CD
69
+ 
Stunden
C57BL/6 (bb)
DBA1 (qq)
*versus**p=0,00
*
**
**
*
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
24 48 72 96 120 144 168
Stunden 
%
  C
D
8+
 C
D
69
+ 
+
Balb/c (dd)
CBAj (kk)
*versus**p = 0,00 
31 
Ergebnisse 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass jeweils die CD8+CD69+-Zellen der C57BL/6 und CBA/J in 
den MLRs deutlich gegenüber denen der DBA/1- bzw. Balb/C-Mäusen dominieren.   
In den MLRs zwischen Tieren der F2-Generation, mit der P-Generation entsprechenden 
MHC-Eigenschaften, konnten keine Unterschiede zwischen beiden Populationen  mehr 
festgestellt werden. Die MLRs waren ausgeglichen (Abb 14 und 15), die Tiere haben 
also eine vergleichbare Immunreaktivität.  
 
 
 
Abb 14 MLR zwischen F2-Generation H2Kq und H2Kb 
 
Abb 15 MLR zwischen F2-Generation H2Kd und H2Kk 
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3.5. Bidirektionale Mixed Lymphocyte Reaction zwischen Eltern-Tieren und 
ihren Nachkommen 
 
Um die Immunreaktion zwischen Eltern-Tieren und ihren Nachkommen zu testen, 
erfolgten MLRs. Dabei waren beide Elternteile haploid in ihren MHCs und 
unterschieden sich komplett, das heißt, „Vater“ und „Mutter“ wiesen jeweils einen 
kompletten Mismatch auf. Nach jeweils 144 Stunden wurde der Anteil der jeweiligen 
Zellen in den Kulturen flowcytometrisch gemessen. Die Ergebnisse der Versuche sind 
in den Abbildung 16 A-D dargstellt. Diese zeigen, dass die CD8+-Lymphozyten der 
elterlichen Subpopulation gegenüber ihren Nachkommen eine signifikant höhere 
Proliferationsrate nach 144 h aufweist. Lediglich die MLR zwischen paternalen 
Lymphozyten und Lymphozyten ihrer „Söhne“ zeigten ein ausgeglichenes Verhältnis 
beider Populationen.  
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Abb 16 Verum Gruppe: Anteile der CD8+-Lymphozyten nach 48 und 144 Stunden in MLR mit 
Lymphozyten von  
(A) Müttern (schwarz) und ihren Töchtern (grau), (n=5) 
(B) Müttern (Schwarz) und ihren Söhnen (grau), (n=5) 
(C) Vätern (schwarz) und ihren Töchtern (grau) (n=5) 
(D) Vätern (schwarz) und ihren Söhnen (grau), (n=5) 
Mittelwerte ±SEM,  * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.005, *** p ≤ 0.001 
 
A B 
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3.5.1. Kontrollen 
 
In den als Kontrolle angelegten MLRs zwischen unverwandten Tieren der F3- 
Generation blieb das Verhältnis während der gesamten Inkubationszeit bei 50:50 
ausgeglichen und stabil. (Abb 17 A–C) 
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Abb 17 Kontroll-Gruppe: Anteil der CD8+-Lymphozyten nach 48 und 144 Stunden in MLC mit 
Splenozyten von unverwandten  
 
(A) weiblichen Mäusen in beiden Gruppen, (n=5) 
(B) weibliche (Schwarz) und männliche (Grau), (n=5) 
(C) männlichen Mäusen in beiden Gruppen, (n=5)  
Mittelwerte ±SEM, keine signifikanten Unterschiede  
34 
Ergebnisse 
 
3.6. Unidirektionale Mixed Lymphocyte Reaction der menschlichen Probanden  
 
Die Ergebnisse der one-way MLR der menschlichen Patienten/Probanden sind in 
Abbildung 18  dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass sich die Reaktion zwischen Vater 
und Sohn von der zwischen Vater und Tochter unterscheidet, während bei den Müttern 
kein Unterschied festzustellen war. Wurden die Zellen des Vaters als Stimulus in der 
MLR verwendet, d.h. vorher mit 12.5 Gy bestrahlt, um die eigene Proliferation zu 
verhindern, so reagierten die Zellen der Söhne und Töchter mit einem mittleren 
Stimulationsindex von 40.6 (Söhne) bzw. 9.9 (Töchter). Wurden die paternalen Zellen 
hingegen als Responder in Kultur gebracht, reagierten diese mit einem 
Stimulationsindex von 78.8 (gegenüber den Söhnen) und 37.0 (gegenüber den 
Töchtern). Das Ergebnis ist wegen der geringen Fallzahl nicht signifikant, bestätigt aber 
die Richtung der in den Mäusen gefundenen Ergebnisse.  
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Abb 18 MLRs menschlicher Probanden am 8. Tag,(A;B) Väter (n=4), (C;D) Mütter (n=3) und ihre 
Nachkommen ( HLA-DRB1-identische Geschwisterpaare), sowie drei gesunde Kontrollpersonen (HLA-
DRB1-verschieden). Der Stimulationsindex ist als Prozent der HLA-DRB1-verschiedenen 
Kontrollpersonen angegeben. 
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3.7. Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Versuche, dass  
 
• die Nachkommenanzahl von Mäusen nicht durch den jeweiligen MHC bzw. den 
Grad des MHC-Mismatches beeinflusst wird. 
 
• der Anteil an regulatorischen T-Zellen während der Schwangerschaft unabhängig 
vom MHC-Mismatch in den peripheren, periaortalen Lymphknoten sowie dem 
Thymus ist. 
 
• in der Plazenta der Anteil regulatorischer T-Zellen bei MHC-Non-Mismatch 
Mäusen deutlich höher ist, als bei MHC-Mismatch-Mäusen. 
 
• die Immunreaktion zwischen Vätern und ihren erwachsenen Söhnen bzw. Töchtern 
geschlechtsspezifisch unterschiedlich ist, während die Immunreaktion zwischen  
Müttern und ihren erwachsenen Nachkommen, unabhängig von deren Geschlecht, 
gleich ist. 
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4. Diskussion 
4.1. Wurfgrößen und Lebendgeburten der verwendeten Mausstämme 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass es einen signifkanten Unterschied in der Reproduktivität 
zwischen verschiedenen Inzuchtstämmen gibt. Da nach Literaturangaben eine Th2- 
Immunantwort eine erfolgreiche Schwangerschaft begünstigt, wurden jeweils ein Th1- 
und ein Th2-reagierender Mausstamm in Kombination für die Zuchtversuche verwendet. 
Interessanterweise zeigten die Weibchen der als Th2-gewichtet geltenden Mausstämme 
geringere Wurfgrößen. Es konnte beobachtet werden, dass es sich positiv auf die 
Nachkommenzahl auswirkt, wenn genetisch nicht identische Tiere verpaart wurden (F1-
Generation). Dies lässt darauf schließen, dass eine immunogene Erkennung die 
Wurfgröße günstig beeinflusst, diese aber MHC-unabhängig ist und wahrscheinlich 
über Minorhistokompatibilitätsantigene vermittelt wird. Da die Ergebnisse in beiden 
Versuchsreihen trotz verschiedener Inzuchtstämme (C57/BL6 x DBA/1 und BALB/c x 
CBA/J) identisch waren, scheinen die vorliegenden Ergebnisse grundlegende Regeln 
der Reproduktionsimmunologie darzustellen.  
 
 
4.1.1. Th1/Th2 Paradigma 
 
Die verminderte Anzahl an Lebendgeburten der mit CBA/J- oder C57BL/6-Männchen 
verpaarten Balb/c- oder DBA/1-Weibchen zeigt, dass die Einteilung in Th1- bzw. Th2- 
Antwort keine Aussage über die Reproduktivität zulässt. Denn die in der MLR 
schwächer reagierenden Stämme, also die eher Th2-gewichteten, zeigen eine geringere 
Wurfgröße. Dies stellt das Th1/Th2-Paradigma weiter in Frage.  
Mehrere Studien haben gezeigt, dass anti-inflammatorische Th2-Zytokine (insbesondere 
Interleukin- (IL)-4 und IL-10 schwangerschaftsprotektive Eigenschaften besitzen und 
bei normalverlaufender Schwangerschaft dominieren (71); (72); (73) ; (74); (4); (75); (76). Th1-
Zytokine dagegen sind die dominierende Population bei Abortfällen und können zur 
plazentaren Nekrose sowie zur Aktivierung weiterer immunkompetenter Zellen und 
somit zu einer Abstoßungsreaktion führen. Zu diesen Th1-Zytokinen werden Interferon-
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γ (IFN-γ), IL-1, IL-2, IL-6 und Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) gezählt (77); (71); (78); 
(79); (80); (81). 
Chaouat und Mitarbeiter haben die essentielle Rolle der Th2-Zytokine am CBA/J x 
DBA/2J Mausmodell verdeutlicht, indem sie eine defiziente plazentare Produktion von 
IL-4 und IL-10 bei Tieren der Abortkombination, verglichen mit normal trächtigen 
Tieren, nachwiesen. Durch Gabe von rekombinantem IL- 10 oder anti –IFN τ konnte 
die Abortrate reduziert und mittels Applikation von anti -IL-10 wiederum gesteigert 
werden (73). Die Arbeitsgruppe demonstrierte auch den schwangerschaftsschädigenden 
Einfluss von Th1-Zytokinen in Form intravenöser Applikationen von TNFα, IFNγ und 
IL-2, welche zu gestationsalters- und 9 dosisabhängigen Steigerungen der Abortrate 
sowohl bei Tieren der Abort- (CBA/J x DBA/2) als auch der 
Normalträchtigkeitskombination CBA/J x BALB/c führten (77). 
 
Vielmehr kommt es auf die Art der Provokation des Immunsystems an, mit welcher 
Antwort die jeweiligen Mausstämme reagieren (82); (83); (84); (85); (86); (87). Daher haben die 
gewählten Mausstämme einen Einfluss auf unsere Ergebnisse. Auch in Bezug auf eine 
erfolgreiche Schwangerschaft kann nicht von einer alleinigen Th1 oder Th2-Antwort 
ausgegangen werden. Die Th1/Th2-Balance unterliegt Veränderungen. So ist zum 
Zeitpunkt der Implantation eher von einem Th1-Übergewicht auszugehen, im weiteren 
Verlauf jedoch scheinen Th2-Zytokine zu dominieren (88). Das starre Th1/Th2-Paradigma 
erscheint heute als unzureichend und sollte deshalb Gegenstand weiterer Diskussionen 
sein. Allerdings ist eine erfolgreiche Schwangerschaft von der mütterlichen 
Immunantwort abhängig. Auch Ghaderi et al fanden in ihren Untersuchungen am 
Menschen und in der Maus heraus, dass es vom mütterlichen Immunsystem abhängt mit 
welchem Partner eine erfolgreiche Schwangerschaft und Nachkommen zustande 
kommen. Sie untersuchten den Einfluss des Oberflächenmoleküls N- 
Glycolylneuramin-Säure und dessen Expression in Bezug auf die sexuelle Selektion 
durch das weibliche Immunsystem (89). 
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4.2. Anzahl der Nachkommen in Abhängigkeit des MHC 
 
Um zu untersuchen, ob der MHC eine Rolle für die unterschiedliche Reproduktivität der 
Mausstämme spielt, wurden die Nachkommen der jeweils verpaarten Kombinationen 
(WT, F2- und F3-Generation) mit identischem MHC und mismatch- Konstellation 
gezählt. Es wurde der Mausstamm DBA/1 ausgewählt, da dieser die geringste 
Fruchtbarkeit in unseren Untersuchungen zeigte. Wurde der Wildtyp als Muttertier 
genutzt, zeigte sich eine signifikant geringere Nachkommenzahl, als nach Verpaarung 
der MHC-identischen F2-Generation. Da die Reproduktivität der F3-Generation in 
mismatch- und non- mismatch- Konstellation vergleichbar mit der der F2-Generation 
ist, lässt sich schlussfolgern, dass der MHC keinen Einfluss auf die Fruchtbarkeit der 
Mausstämme hat und die Vermischung des genetischen Hintergrundes der 
Inzuchtstämme bereits ab der F2-Genertion ausreichend erfolgt ist. Die Verpaarung 
genetisch verschiedener Tiere führt zu einer höheren Nachkommenzahl und ist ein 
Hinweis dafür, dass eine immunologische Erkennung des Fetus durch die Mutter eine 
Schwangerschaft günstig beeinflusst. 
 
 
4.2.1. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Übereinstimmung von 
MHC-/HLA-Antigenen und Fertilität? 
 
Seit der Entdeckung des HLA-Systems durch Jean B. Dausset beschäftigt sich die 
Forschung auch mit der Fragestellung, wie der lediglich zur Hälfte HLA-identische 
Embryo vom Immunsystem der Mutter toleriert wird. Auf Grund der Beobachtung, dass 
genetisch identische Inzuchtmausstämme mit identischen MHC-Antigenen eine deutlich 
eingeschränkte Reproduktionsfähigkeit aufweisen, schloss man auf einen 
Zusammenhang zwischen der Übereinstimmung von MHC-/HLA-Antigenen und 
Fertilität (90); (91); (92).   
Die ersten Untersuchungen bei Paaren mit habituellen Aborten zeigten dann auch 
tatsächlich eine erhöhte Übereinstimmung in HLA-Merkmalen (HLA-sharing) (93). 
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Erklärt wurde dieses Phänomen durch die Hypothese, dass die allogenen väterlichen 
HLA-Antigenmerkmale des Embryos auf Seiten der Mutter zu einer „schützenden 
Immunantwort“ führen, die bei zu großer Übereinstimmung unterbleibt. Nachdem man 
davon ausging, dass wiederholte Schwangerschaften zu einer Art „Impfreaktion“ bei der 
Mutter führen, dass heißt eine zellvermittelte Immunität gegen väterliche Antigene 
aufgebaut wird, untersuchte man zunächst in Mäusen den Effekt der artifiziellen 
Immunisierung vor Schwangerschaft mit väterlichen Zellen (94). Auch bei Paaren mit 
einer Anamnese habitueller Aborte und erfolglosen IVF-Versuchen wird diese Methode, 
bei der die Frauen mit Lymphozyten ihrer Ehemänner „immunisiert“ werden, 
durchgeführt (95). Schon 1958 entdeckte man, dass in der Schwangerschaft durch 
väterliche HLA-Antigene, besonders bei Mehrgebährenden, die Bildung zytotoxischer 
Antikörper induziert wurde (96). Es gilt als gesichert, dass die wiederholte Exposition 
des maternalen Immunsystems mit paternalen Alloantigenen - wie bei Transfusionen 
oder während einer erfolgreichen Schwangerschaft (semi-allogene fetale Leukozyten 
können die Plazentaschranke überwinden) - bei der Mutter zur Bildung von 
antipaternalen Antikörpern führt. Diese sind bei Primigravidae seltener zu finden, 
nehmen jedoch abhängig von der Zahl und Dauer vorangegangener Schwangerschaften 
zu (97). Ungefähr 50% der Multiparae haben HLA-Antikörper gegen die HLA- 
Merkmale des Partners (98). Auch wenn die Bildung von Antikörpern nicht unbedingt 
mit dem erfolgreichen Austragen einer Schwangerschaft korreliert, so zeigt sich doch 
eine positive Assoziation zwischen dem Auftreten dieser Antikörper und der Geburt 
eines Kindes (99); (100).  
Da eine Th2-Zytokindominanz in der Schwangerschaft mit vermehrter 
Antikörperproduktion durch B- Zellen mit folgender Degradation paternaler Antigene 
verbunden sein müsste, bietet sich die Anwesenheit asymmetrischer Antikörper als 
Erklärungsmodell an (101); (102). Sie sind unfähig zur Auslösung von 
Effektormechanismen einer Immunantwort. Diese These wird dadurch untermauert, 
dass bei Patientinnen mit Fehlgeburt ein nicht ausreichendes Niveau an asymmetrischen 
Antikörpern im Serum festgestellt werden kann (103).  
Hamilton et al untersuchten in Verpaarungen zwischen vier Inzuchtstämmen den 
Einfluss des MHC auf das Gewicht der feto-platzentaren Einheit. Sie fanden heraus, 
dass Minor-Histokampatibilitäts-Antigene den entscheidenden positiven Einfluss auf 
die Nachkommen haben und nicht der MHC (104).  
Das Abortmodel der Inzuchtmausstämme CBA/J × DBA/2J gab der Arbeitsgruppe um 
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Chaout die Möglichkeit, die zugrunde liegenden Mechanismen für immunologisch 
bedingte Aborte zu untersuchen. Auffallend war, dass CBA/J-Weibchen (H2k) mit 
DBA/2J-Männchen (H2d) verpaart, eine sehr hohe Spontanabortrate aufwiesen.  Aber 
Verpaarungen von CBA/J-Weibchen mit BALB/c-Männchen, welche ebenfalls H2d 
Antigene aufweisen, in unauffälligen Trächtigkeiten endeten (105). Dies zeigt die eher 
untergeordnete Rolle des MHC im Zusammenhang spontaner Aborte. 
 
 
4.3. Einfluss des MHC der Eltern auf die Produktion von CD4+/CD25+ Treg 
während der Schwangerschaft 
 
Seitdem das sogenannte CBA x DBA/2-System als Abortmodell entdeckt wurde, stellte 
sich die Frage, ob eine erfolgreiche Schwangerschaft das Resultat von 
Immunsuppression oder –Stimulation ist (106). In diesem Modell (♀ CBA/J (H2k) x ♂ 
DBA/2J (H2d) treten bis zu 20 % mehr spontane Aborte auf. Im Thymus dieser Mutter- 
tiere konnten weniger CD4+/CD25+ T-Zellen nachgewiesen werden, als in der 
Kontrollgruppe (♀ CBA/J (H2k) x ♂ Balb/c (H2d) (59). 
Ist die Immunerkennung fetaler Zellen durch die maternalen Zellen MHC-abhängig und 
verantwortlich für erhöhte Anzahl regulatorischer T-Zellen?  
In den hier vorliegenden Versuchen wurden die Stämme DBA/1 und C57BL/6 genutzt 
und eine mismatch und eine non-mismatch Konstellation in Bezug auf den MHC der 
Elterntiere generiert. Jeweils die Männchen und Weibchen der F2-Generation (bb und 
qq) wurden verpaart, um die inzuchtbedingten Eigenschaften der Mausstämme als 
Ursache für eine Immunreaktion auszuschließen und den menschlichen Verhältnissen 
möglichst Nahe zu kommen. Es konnte gezeigt werden, dass der Anteil an 
regulatorischen T-Zellen während der Trächtigkeit unabhängig vom MHC-Mismatch in 
den peripheren und periaortalen Lymphknoten sowie dem Thymus ist. Eine Verpaarung 
mit gemischt genetischem Hintergrund, aber identischem MHC zeigte keinen Einfluss 
auf die Anzahl der aktivierten Treg-Zellen. Interessanterweise war in der Plazenta der 
Anteil regulatorischer T-Zellen bei MHC-non-mismatch- Mäusen deutlich höher, als bei 
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MHC-mismatch-Mäusen. Im vorliegenden Experiment konnten keine signifikanten 
Ergebnisse generiert werden. Eine Tendenz ist dennoch zu erkennen, da ein fast 
signifikanter Unterschied bei den Treg-Zellen der Placenta zugunsten der non-mismatch-
Gruppe besteht. Hierzu sollten weitere Experimente mit höheren Fallzahlen erfolgen 
und die vorliegenden Ergebnisse bestätigt werden. 
Die Allogenität des Fetus löst eine Immunreaktion im mütterlichen Organismus aus, 
wobei Tregs und Th17 zu den möglichen protektiven Faktoren einer suffizienten 
Schwangerschaft gehören und die Immunantwort der Mutter eindämmen. Hierbei wurde 
beobachtet, dass bereits vor der Implantation die Treg-Zahl in den uterusdrainierenden 
Lymphknoten erhöht war. Als Auslöser wurde die Samenflüssigkeit gefunden, welche, 
neben Östrogen, für die Induktion der spezifischen Toleranz gegenüber väterlichen 
Antigenen verantwortlich gemacht wird (107); (108); (109). Neue Daten zeigten, dass paternal 
Antigen-spezifische Treg-Zellen in den uterusdrainierenden Lymphknoten bereits drei 
Tage nach dem Koitus proliferierten. Nach der Implantation (am Tag fünf nach Koitus) 
stieg die Zahl der Ki67+ paternal-antigen-spezifischen Treg im Uterus von Balb/c x 
DBA/2-Mäusen an (110). Dies belegt, dass antigenspezifische Treg aus den Lymphknoten 
schnell in den Uterus wandern und proliferieren, welches zu einer spezifischen Toleranz 
gegenüber paternalen Antigenen im frühen Schwangerschaftsstadium führt. 
Auch eine Gabe von väterlichen Lymphozyten als Alloimmunisierung, ist in der Lage 
die Anzahl der Treg zu erhöhen. Ebenso wichtig sind Zytokine bei der Regulation 
schützender Antikörper in der Schwangerschaft (111); (112). Nach Lymphozytentherapie 
wurden bei Frauen mit rezivierenden Aborten gleiche Mengen von IL6 und sIL6R 
gefunden, wie bei Normalschwangeren. Wohingegen die Level bei nicht behandelten 
Patientinnen höher lagen. Dies zeigt dass der IL6- Signalweg eine bedeutende Rolle für 
die Balance zwischen Th17 und Tregs spielt (113). Schumacher et al konnten bestätigen, 
dass die Aktivierung von Treg nicht durch Hormone während der Schwangerschaft 
geschieht, sondern durch paternale Antigene (114).  
 
Zenclussen et al konnten die essentielle Rolle von Treg während der normalen 
Trächtigkeit von Mäusen im Thymus bestätigen (59). Außerdem fanden sie heraus, dass 
bereits am Tag 2 einer Trächtigkeit in den uterusdrainierenden Lymphknoten und der 
feto-maternalen Oberfläche paternale Antigene gefunden werden können. Diese lassen 
Treg, spezifisch für paternale Antigene, entstehen (115). Treg-Zellen exprimieren in 
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Korrelation zu ihrer biologischen Aktivität den Transkriptionsfaktor FoxP3 (forkhead 
box P3). Sie bewirken eine Proliferationsinhibition, die sie auf Th1- im Vergleich zu 
Th2-Zellen stärker ausüben (116). Eine normale Schwangerschaft geht mit einem Anstieg 
der Treg-Zellen bis zum Zeitpunkt der maximalen Trophoblastinvasion einher (117). Im 
peripheren Blut von Frauen in einer normalen Frühschwangerschaft befanden sich mehr 
Treg-Zellen als im Vergleich zu Nichtschwangeren oder Frauen mit einem Spontanabort 
(118).  
Im Mausmodell zeigte sich, dass ein Mangel an Treg-Zellen in einer Fehlgeburt enden 
kann. Dies geschieht vermutlich durch die Akkumulation von Th1-Zellen in der Dezidua 
(59).  
 
Die Implantation ist durch eine Entzündungsreaktion charakerisiert und ein Fehlen der 
inflammatorischen Zytokine IL12 und IL18 korrelierte mit weiblicher Sterilität im 
Menschen (119). Eine exzessive Entzündung kann zur Resorption führen. Treg sorgen 
möglicherweise dafür, dass es zu keiner überschießenden Entzündung kommt, denn 
endometriale Treg steigen zahlenmäßig bei Mäusen und Menschen während der 
Implantation an (59); (120); (121); (117); (122). Diese Treg-Zellen der Decidua inhibieren in MLRs 
umbilikale mononukleare Zellen. Dies legt die Vermutung nahe, dass fetale Antigen-
spezifische Treg in die Decidua wandern. Auch NK-Zellen sowie IFNγ sind für 
erfolgreiche Schwangerschaften notwendig, indem sie z. B. die lokalen arteriellen 
Gefäße beeinflussen (123).  
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HLA-G ist ein nicht klassisches Klasse Ib Antigen und agiert als ein Peptid-
präsentierendes Molekül. Es besitzt starke immuninhibierende Eigenschaften und gilt 
als Mediator der Immuntoleranz, besonders in immunpreviligierten Geweben, wie 
Trophoblast oder Thymus. Es ist in der Lage die Proliferation allogener T-Zellen (125); 
(126); (127); (128) NK-Zellen (129); (130); (131); (132) und antigen-spezifische Zytotoxizität von T-
Zellen (133); (134) zu inhibieren. HLA-G Moleküle werden nach Transplantationen (135); 
(136) und während MLRs (127); (137)  induziert. T-Zellen sind in der Lage lösliche HLA-G 
(sHLA-G) zu sezernieren, welches die Akzeptanz von Allografts erhöht. Es wurde eine 
kleine Subpopulation von Treg gefunden, welche positiv für HLA-G ist und stark 
supprimierende Eigenschaften besitzt (138). Dies ist ein Ansatz der die MHC- 
unabhängige Verteilung von Treg  in den vorliegenden Ergebnissen erklärt, aber weiterer 
Forschung bedarf. 
 
Abb 19 Modell für Expansion, Proliferation und Mobilisation der Treg von der Vagina zum schwangeren 
Uterus. Als ersten Schritt nehmen DCs paternale Antigene auf und migrieren zu den Uterus-drainierenden 
Lymphknoten. Die DCs präsentieren die paternalen Antigene den Treg, welche vor der Implantation 
proliferieren. Diese paternal - Antigen-spezifischen Treg wandern in den schwangern Uterus durch 
Chemokine und HCG angelockt (124) 
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Tabelle 3 Verteilung der T-Zell-Suptypen bei normalen Schwangerschaften und Aborten  (124)  
 
 
4.4. Auszucht-Maus-Modell und MLR 
4.4.1. Maus-Modell 
 
Nachdem C57BL/6 (MHC H2kbb) mit DBA/1 (MHC H2kqq), sowie Balb/c (MHC 
H2kdd) und CBA/J (MHC H2kkk) Mäuse gekreuzt wurden, ergab sich die Möglichkeit 
MHC-heterozygote Tiere mit entgegengesetztem MHC (zum Beispiel bq gegen dk) 
auszuwählen. Es wurde die einfache Methode des FACS mit verschiedenen 
Fluorochromen (PE und FITC) genutzt, um die Subpopulationen der Lymphozyten zu 
unterscheiden. Zusätzlich ist das heterozygote Mausmodell eine Möglichkeit, die 
komplexen Gegebenheiten im menschlichen System zu simulieren. 
Durch die Erzeugung eines Mausmodells mit bekannten MHC-Haplotypen, ist die 
komplexe Differenzierung zwischen parentalen und filialen Lymphozyten mittels FiSH-
Markern nicht mehr notwendig. Außerdem ist die Einschränkung, die MLRs nur mit 
Zellen von unterschiedlichen Geschlechtern zu bestücken, aufgehoben.  
 
 
4.4.2. MLR der P- und F2-Generation 
 
Die MLR der P-Generation zeigt, dass die immunologischen Eigenschaften der 
verschiedenen Inzuchtstämme das Ergebnis der MLR signifikant beeinflussen.  
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In den MLRs zwischen den Inzuschtstämmen zeigte sich eine deutliche Imbalance. Um 
den Einfluss des Geschlechts auf die Ergebnisse möglichst gering zu halten, wurden die 
MLRs zwischen jeweils gleichgeschlechtlichen Tieren durchgeführt. Die vorliegenden 
Ergebnisse zeigen nach 144 h erwartungsgemäß eine Verschiebung des 
Gleichgewichtes zu Gunsten der Th1-gewichteten Stämme (C57BL/6 und CBA/J) 
auftritt. Da eine Th2-Antwort bislang als vorteilhaft in Bezug auf erfolgreiche 
Schwangerschaften galt, müssten die in der MLR schwächer reagierenden Stämme die 
fruchtbareren sein. Unsere Untersuchungen widerlegen diese These (vgl. 
Nachkommenzahlen der Inzuchtstämme) (139).  
 
Die MLR-Ergebnisse der F2-Generationen mit den Kombinationen der H2K-
Phenotypen entsprechend der P-Generation (H2Kb x H2Kq; H2Kd x H2Kk) zeigten 
eine ausgeglichene, balancierte Proliferation der CD8+-Lymphozyten. Dies beweist, 
dass die Proliferation der Lymphozyten unabhängig vom H2K-Phenotyp der in Kultur 
gebrachten Tiere ist. Andere Eigenschaften der P-Generation, also der Inzuchtstämme, 
sind hierfür verantwortlich. Der genetische Hintergrund der Tiere der F2-Generation 
wurde durch die Kreuzung über zwei Generationen gut gemischt und der Einfluss 
inzuchtbedingter Immuneigenschaften damit aufgehoben. 
 
 
4.4.3. Bidirektionale MLR zwischen Eltern-Tieren und ihren 
Nachkommen 
 
Wie schon in früheren Untersuchungen beim Menschen konnte gezeigt werden, dass die 
mixed Lymphocyte reaction (MLR) zwischen elterlichen Lymphozyten und denen ihrer 
erwachsenen Kinder auch bei Mäusen unbalanciert ist (66); (67); (68).  
In diesen vorangegangenen Voruntersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass die 
Verschiebung der MLR zwischen Eltern und ihren Neonaten und erwachsenen Kindern 
beim Menschen, auf aktivierte zytotoxische CD8+-Lymphozyten zurückzuführen ist 
(140). Der Suppression parentaler CD8+CD69+-Lymphozyten scheinen unterschiedliche 
Mechanismen durch erwachsene und neonatale Zellen zugrunde zu liegen. So waren 
mehr neonatale CD8+-Lymphozyten bereits vor der Inkubation aktiviert, welches die 
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Imbalance der MLR auch nach Inkubation in Bezug auf CD8+CD69+ mit mütterlichen 
Lymphozyten erklärt (141). Da dieser Effekt nicht bei Inkubation von väterlichen mit 
neonatalen Lymphozyten auftrat, besitzen mütterliche Zellen wohl eine geringe 
Kapazität der Aktivierung von CD8+ gegen ihre Neugeborenen (142). Wurden 
Lymphozyten erwachsener Kinder und ihrer Eltern inkubiert, zeigte sich eine erhöhte 
Aktivierung von kindlichen CD8+- Lymphozyten. Die unterschiedliche Aktivierung der 
CD8+-Lymphozyten scheint also einen anderen zugrunde liegenden Mechanismus 
aufzuweisen. Eine mögliche Erklärung sind aktivierte CD8+-Treg (143); (144) oder 
unbekannte Oberflächeneingenschaften der Lymphozyten, sowie eine vererbte 
Immunität beim Menschen. Da diese Untersuchungen mittels FisH-Analyse 
durchgeführt wurden, konnten nur getrenntgeschlechtliche Kombinationen, also Vater 
vs. Tochter und Mutter vs. Sohn untersucht werden.  
 
In der vorliegenden Arbeit konnten die Kontrollen bestätigten, dass MLRs zwischen 
unverwandten Tieren für mindestens 6 Tage ausgeglichen sind (141). 
Es wurden F2- und F3-Generationen verwandt, sowie ein Mismatch bezüglich des 
MHC erzeugt. Die Kultur der CD8+/CD69+-Lymphozyten ist zugunsten der 
Lymphozyten der Eltern-Tiere verschoben. Signifikant waren die Ergebnisse, wenn 
maternale gegen erwachsene Nachkommen-Lymphozyten reagierten und paternale 
gegen ihre „Töchter“ getestet wurden. Interessanterweise war die Kultur aber zwischen 
„Vätern“ und ihren männlichen Nachkommen ausgeglichen.  
 
 
4.4.4. Gibt es zwischen Eltern und ihren Nachkommen eine MHC- 
vermittelte Immunität? 
 
Während der Schwangerschaft gibt es viele Einflussfaktoren die für den Erhalt und den 
Erfolg eine Rolle spielen. Viele Forschungsergebnisse der letzten Jahre widerlegen den 
zunächst als überragend angesehenen Einfluss des MHC.  
Jean et al fanden bei der Verpaarung von MHC identischen und haploidenten 
Mausstämmen heraus, dass Minorhistokompatibilitätsantigene der möglicherweise 
entscheidende Faktor für immunbedingte Aborte sein können und nicht, wie häufig 
vermutet, paternale Antigene (145).  
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Voruntersuchungen konnten betsätigen, dass die Immunität zwischen Eltern und ihren 
Kindern auch im Erwachsenenalter eine andere als zwischen Fremden und nicht 
ausschließlich MHC-vermittelt ist. In bidirektionalen MLRs dominierten die 
Lymphozyten von männlichen Neugeborenen bereits nach 72 Stunden über die 
mütterlichen Lymphozyten. Dies wurde durch eine Hemmung der Proliferation der 
mütterlichen Lymphozyten durch neonatale erreicht, sowie eine gesteigerte spontane 
Zytotoxizität neonataler Lymphozyten (66). Auch zwischen erwachsenen Kindern und 
ihren Eltern ist die Immunantwort, in Bezug auf Proliferation, Zytotoxizität und 
Apoptose-Induktion, schwächer als gegenüber Fremden (67).  
Für die unterschiedliche Immunantwort von Vätern und Müttern gegenüber ihren 
Kindern muss der Kontakt des mütterlichen Immunsystems mit Antigenen der 
Nachkommen in Betracht gezogen werden. Die Dominanz der mütterlichen 
Lymphozyten ist durch einen Immunisierungseffekt während der Schwangerschaft 
erklärbar. Es ist bewiesen, dass ein bidirektionaler Zellaustausch zwischen Mutter und 
Fetus in der Plazenta während der Schwangerschaft stattfindet (146). Die Toleranz des 
mütterlichen Immunsystems gegenüber dem Feten ist Gegenstand aktueller Forschung 
und noch nicht vollständig aufgeklärt. Diese „Immunisierung“ findet bei Vätern 
aufgrund des fehlenden Kontaktes während einer Schwangerschaft nicht statt. Deshalb 
sind die Imbalancen in den MLRs zwischen paternalen und filialen Lymphozyten 
hiermit nicht zu erklären.  
Lokale ebenso wie systemische Faktoren führen zu dieser Immuntoleranz während einer 
Schwangerschaft. Plazentagewebe, wie Dicidua oder Zytotrophoblast, können aktiv eine 
Abstoßung des Fetus durch die Mutter verhindern, indem sie immunsuppressive 
Faktoren produzieren, welche lokal Reaktionen gegen den fetalen HLA-Komplex oder 
andere Antigene verhindern. B-Lymphozyten, welche spezifisch für väterliche MHCs 
sind, werden während einer Schwangerschaft durch Milz und Knochenmarkt aus dem 
mütterlichen Körper entfernt. Dieser Effekt beginnt etwa in der Mitte der 
Schwangerschaft und konnte, allerdings nur bis zur Geburt, nachgewiesen werden (147). 
Ein vorübergehender Zustand der Toleranz wird auch durch mütterliche T-Zellen, 
welche gegen väterliche Alloantigene reaktiv sind, erzeugt (38). Die T-Zell-Phenotypen 
und ihre Reaktionsfreudigkeit werden nach der Entbindung wieder hergestellt. In vitro 
führten regulatorische T-Zellen zu einer Hyporeaktivität von Mutter und Neugeborenen 
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gegeneinander. Sie spielen bei der Unterdrückung der alloreaktiven Immunantwort 
gegenüber dem Fetus während der Schwangerschaft eine wichtige Rolle (148); (59); (117); 
(149); (150). Dennoch können fetale Vorläuferzellen und Mikrochimerismen mütterlichen 
Ursprungs für eine lange Zeit in immunkompetenen Individuen nachgewiesen werden 
(151); (42).  
In diesem experimentellen Setting waren die Filialgenerationen älter als 12 Wochen und 
hatten somit ein vollständig entwickeltes Immunsystem. Deshalb sind die 
schwangerschaftsbedingten Veränderungen keine Erklärung für ihre abgeschwächte 
Reaktion gegenüber den Eltern.  
Würde das Y-Chromosom eine große Rolle spielen, so müssten Lymphozyten 
weiblicher Kinder eine erhöhte Reaktion gegen die väterlichen Lymphozyten zeigen. 
Die vorliegenden Ergebnisse beweisen jedoch eine genau entgegengesetzt gerichtete 
Reaktion. Dies kann nicht mit gängigen Immun-Modellen erklärt werden. 
Möglicherweise kommt Minorhistokompatibilitäts-Antigenen in der Immuntoleranz 
zwischen Eltern und ihren Kindern eine größere Bedeutung zu. 
 
 
4.5. Menschliche Probanden 
 
Die Resultate in der menschlichen one-way-MLR zeigen dieselbe Tendenz, nämlich 
eine erhöhte Immunantwort der Väter gegenüber ihren Söhnen und umgekehrt. 
Interessant ist, dass dieser Effekt erst ab Tag acht der MLR zu beobachten war. Dies 
mag dazu geführt haben, dass die Reaktion zwischen Vater und Söhnen so lange 
unentdeckt blieb, denn normalerweise werden MLRs nur über sechs Tage kultiviert. 
Auch nach Durchsuchen aller verfügbaren Daten in Deutschland, blieb nur eine kleine 
Fallzahl, in welchen Transplantationskandidaten und ihre Kinder, die für eine mögliche 
Transplantation mittels MLR über acht Tage getestet wurden. Vorraussetzung waren 
HLA-identische Nachkommen mit getrenntem Geschlecht. Auch zum getesteten 
Elternteil bestanden nur geringe Mismatches. Auffallend war, dass Unterschiede in den 
Ergebnissen bestanden, wenn väterliche Lymphozyten als Stimulator bzw. als 
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Responder dienten. Wäre der HLA der einzige Grund für den Shift der Population in 
Richtung der väterlichen Lymphozyten, hätte die Population der Söhne, im Vergleich zu 
den Töchtern, abgeschwächt reagieren müssen, wenn väterliche Zellen als Stimulator 
dienten. Insgesamt ist allerdings die Reaktion der Nachkommen als Responder geringer 
gegenüber ihren Vätern oder Müttern, als umgekehrt. Diese Reaktion ist analog zu der 
im Mausmodell, obwohl dort der H2K der Mausstämme als Unterscheidungsmerkmal 
der Populationen genutzt wurde und selbst eine Reaktion der jeweiligen Lymphozyten 
ausgelöst haben könnte. Es ist eine Tendenz zu erkennen, welche auf einen MHC-
unabhängigen Mechanismus schließen lässt. Eine Signifikanz konnte bei einer zu 
geringen Fallzahl nicht erreicht werden.  
Die vorliegenden Daten deuten einen geschlechtsspezifischen Unterschied der 
Immunantwort von Vätern gegenüber ihren Nachkommen an. Dieses Phänomen konnte 
bei mütterlichen Lymphozyten nicht beobachtet werden.  
Es gibt Hinweise dafür, dass nicht nur der MHC eine wichtige Rolle in der 
Transplantationsimmunologie spielt, sondern auch das Geschlecht von Spender und 
Empfänger (152).   
So genannte NIMA (noninherited maternal antigens)-mismatches scheinen ebenfalls 
eine bedeutende Rolle bei der Knochenmarkspende zwischen haploidentischen 
Geschwistern zu spielen. Denn die Rate von akuten GvHD ist geringer als bei NIPA- 
mismatches (NIPA- noninherited paternal antigen). Weiterhin fanden Rood et al heraus, 
dass nach einer Knochenmarktransplantation von Mutter zu Kind in den ersten 4 
Monaten ein signifikant geringeres Risiko für eine chronische GvHD besteht, als bei 
Vater zu Kind Transplantationen. Die Behandlungsbedingte Sterblichkeit war nach 
Knochenmarkspenden durch haploidente Geschwister mit NIMA-mismatch am 
geringsten (153). Mariko et al fanden heraus, dass es low- und high-Responder im Bezug 
auf NIMA-Antigene nach einer Transplantation gibt. Einen entscheidenden Einfluss 
hatten auch hier Treg auf die Vorhersage der Toleranz (154). Spenden zwischen HLA- 
identischen Geschwistern haben das beste Outcome (155).  
Die zugrunde liegenden Mechanismen, sowohl bei der Transplantation solider Organe, 
als auch in der Stammzelltransplantation und den unterschiedlichen Erfolgen und 
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Überlebensaussichten der Empfänger von geschlechtsverschiedenen Organen sind nicht 
geklärt und bedürfen weiterer Forschung.  
 
 
4.6. Experimentelle Fehlerquellen 
 
Die in vitro vorgefundenen Reaktionen sind nicht vollständig auf die Verhältnisse in 
vivo zu übertragen, daher besteht eine eingeschränkte Beurteilbarkeit aller 
Versuchsgruppen. Durch die Anlage von spezifisch und unspezifisch stimulierten 
Kontrollen, ist die Wahrscheinlichkeit der Kontamination und deren Einfluss auf die 
Ergebnisse gering, da alle fraglich vitalen Kulturansätze sofort erkannt und aus der 
Untersuchung genommen wurden.  
Die Auswahl der Mausstämme nimmt ebenfalls Einfluss auf die Ergebnisse. Vogelsang 
et al. zeigten, dass es Unterschiede zwischen verschiedenen Inzuchtmausstämmen in 
Bezug auf DCs, sowie Treg-Lymphozyten im Blut und der Milz von Balb/c und 
C57/BL/10J gibt (156). Dies bestätigt, dass der genetische Hintergrund der Mausstämme 
eine Rolle in der Entwicklung unterschiedlicher immunologisch verbundener Zell- 
Subtypen und wahrscheinlich auch ihrer Zytokin- Produktion spielt. Da Mausstämme in 
ihren Zytokinprofilen als Th1- oder Th2-gewichtet beschrieben werden, sind ihre 
Reaktionen auf gleiche Stimuli unterschiedlich, wie z.B. bei der künstlichen Induktion 
von Asthma (83). 
Obwohl die Methodik im Menschen mit der Bestimmung eines Stimulationsindex als 
veraltet gilt, war es nicht möglich andere Datenbanken mit ähnlichen MLR-Ansätzen 
für Transplantationskandidaten und ihren leiblichen, HLA-identischen und 
getrenntgeschlechtlichen Nachkommen für unsere Experimente zu aquirieren. Die 
Ergebnisse sind nicht signifikant, aber es ist eine Tendenz zu erkennen. Die Daten der  
Mausversuche sind dieser Tendenz gleichgerichtet. 
Außerdem ist kritisch anzumerken, dass bei den menschlichen 
Transplantationskandidaten und deren Nachkommen unidirektionale MLRs, bei den 
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Mausexperimenten hingegen bidirektionale durchgeführt wurden. Diese sind nicht 
unmittelbar miteinander vergleichbar. 
 
 
4.7. Klinische Aspekte 
4.7.1. Toleranzmechanismen in der Schwangerschaft 
 
Bei jedem Individuum werden zwei Allele (ein mütterliches und ein väterliches) für 
jeden HLA-Genort exprimiert. Somit sind Eltern und ihre Kinder jeweils haploidentisch 
(zur Hälfte gleich). Bei einer Transplantation sollen die HLA-Antigene von Spender 
und Empfänger eine weitestgehende Übereinstimmung (sharing) bzw. möglichst wenige 
Differenzen (mismatch) zeigen, da allogene HLA-Allele Zielstrukturen für 
immunologische Abstoßungsreaktionen sind.  
Im Menschen werden auf fötalen Trophoblasten der Plazenta vor allem HLA-G und 
HLA-E exprimiert. Daher nimmt man an, dass die beiden Moleküle die Toleranz 
gegenüber maternalen NK-Zellen der Decidua vermitteln. Etwa 70 % der 
hämatopoetischen Zellen in der Decidua sind große granuläre NK-Zellen (LGL). Diese 
können nach IL-2 Stimulation Trophoblasten lysieren (157); (158). Die Expression von 
HLA-G scheint jedoch nicht essentiell für das Überleben des Fötus zu sein, da 
Individuen identifiziert wurden, die homozygot für ein HLA-G-Null Allel sind (159). 
Der bisher am eindeutigsten definierte Mechanismus zur Erhaltung einer allogenen 
Schwangerschaft, ist die Inhibition von T-Zellen durch den Entzug von Tryptophan in 
der Plazenta. IDO wird in der humanen Plazenta von Syncytiotrophoblasten (Giganten-
Zellen) (160) und im Maus-Fötus ab Tag 9,5 exprimiert (ab Tag 10,5 nur in der Plazenta) 
(37). Beim Menschen wird während der Schwangerschaft eine systemische Reduktion 
des Tryptophanspiegels im Plasma gefunden (161). Um zu testen, ob IDO eventuell die 
Toleranz gegenüber dem allogenen Fötus verursacht, behandelten Munn et al (162) 
syngen und allogen verpaarte, schwangere Mäuse ab Tag 4,5 mit einem IDO-Inhibitor 
(1-Methyl-Tryptophan). In allen allogenen Verpaarungen führte die Behandlung ab Tag 
acht zu einer progressiven Entzündung und Infiltration von Monozyten mit 
nachfolgender Degeneration der Föten. In syngenen Verpaarungen kam es zu keiner 
Entzündung und zu normalen Würfen. Auch die Schwangerschaft mit Föten, die nur ein 
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allogenes MHC I-Transgen auf Trophoblasten exprimierten, führte zum Abort (37). 
Föten, die nur Minor-Alloantigene (genetischer nicht- MHC-Hintergrund) trugen, 
wurden, je nach genetischer Distanz, von der Mutter abgestoßen (163). Diese Daten 
zeigen, dass der Fötus, wenn die Tryptophanblockade aufgebrochen ist, wie ein 
normales Transplantat abgestoßen wird.  
 
 
4.7.2. Graft versus Host Disease (GvHD) 
 
Die transplantierten T-Lymphozyten des Spenders greifen die als „fremd“ erkannten 
Organe des Empfängers an und zerstören diese. Die Schwere der GvHD hängt 
wesentlich von der Konditionierungstherapie (Bestrahlung/Chemotherapie) und von den 
Gewebemerkmalen von Spender und Empfänger ab (164); (165). Das durch die 
Konditionierungstherapie vorgeschädigte Gewebe wird durch differenzierte Spender-T- 
Effektorzellen, natürliche Killerzellen und zytotoxische T-Zellen zerstört. Edinger et al 
(166) fanden heraus, dass regulatorische T-Zellen die frühe Expansion alloreaktiver 
Spender-T-Zellen hemmen und somit die Wahrscheinlichkeit des Vorkommens einer 
GvHD mindern. Nach allogener Stammzelltransplantation erleiden bis zu 30 % aller 
Patienten mit HLA-identischen Spenderzellen bzw. sogar bis zu 90 % aller Empfänger 
nicht verwandter Spenderzellen eine GvHD (167). Unabhängig vom Spender kommt es 
bei 20-50 % aller transplantierten Personen trotz vorbeugender immunsuppressiver 
Therapie zu einer GvHD Grad 2 oder schwereren Verlaufsformen (168). Um dem 
Auftreten einer GvHD vorzubeugen, werden derzeit Immunsuppressiva eingesetzt, die 
ihrerseits wiederum viele Nebenwirkungen mit sich bringen oder zu sekundären, nicht 
kontrollierbaren Tumoren führen (169); (170), (171).  
 
 
4.7.3. Organ- und Stammzelltransplantation 
 
Das Th1/Th2 Paradigma geht von den beiden Extremen einer großen Bandbreite der 
Zytokinproduktion während der Immunreaktion aus. Jedes Zytokin kann abhängig von 
der Konzentration der stimulierten Zellart und dem Zeitpunkt während der 
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Immunantwort verschiedene Auswirkungen haben. Bedeutende Einflüsse auf das 
Langzeitüberleben von Organen haben ebenfalls antigenpräsentierende Zellen und 
costimulierende Signale. Da Immunsuppressiva sowohl die Th1-, als auch die Th2- 
Antworten blockieren, muss davon ausgegangen werden, dass der Erfolg dieser 
Medikamente vor allem in der Blockade der costimulierend wirkenden Wege liegt (172). 
Es ist bekannt, dass HLA- Kompatibilität einen guten prognostischen Faktor bei der 
Stammzelltransplantion darstellt (173). Spenden Verwandte, so wurde ein besseres 
Outcome, als bei unverwandten Spendern beobachtet (174). Aber auch das Geschlecht der 
Spender scheint von Bedeutung zu sein. Gahrton et al (175) fanden bei der 
Transplantation von Patienten mit Multiplem Myelom einen Graft vs. Myelom-Effekt, 
wenn männlichen Empfängern hämatopoetische Stammzellen von weiblichen HLA-
identisch verwandten Frauen transplantiert wurden. Allerdings konnte in dieser Gruppe 
auch eine erhöhte Rate an chronischer GvHD und eine höhere 
transplantationsassoziierte Mortalität registriert werden. Als Ursache wurden Spender 
T-Zellen identifiziert, die spezifisch für das Empfänger minor-Histokompatibilitäts-
Antigen (H-Y) waren. Diese zytotoxischen T-Zellen der weiblichen Spender könnten 
das Resultat früherer Schwangerschaften sein und waren dann bereits vor der 
Transplantation vorhanden. In dieser Studie zeigten allerdings weibliche Empfänger von 
weiblichen verwandten Stammzellen mit Abstand die besten Langzeitergebnisse. Auch 
Gregory et al (176) fanden als statistisch signifikanten Risikofaktor das Spender-
Geschlecht. So hatten männliche Empfänger, die weibliches Knochenmark 
transplantiert bekamen, ein erhöhtes Risiko auch noch zwei Jahre nach erfolgreicher 
Transplantation zu versterben.  
Am Vorbild von Mikrochimerismen, wie sie bei der Schwangerschaft entstehen und im 
immunkompetenten Organismus über Jahre fortbestehen können und Toleranz 
induzieren, orientierten sich Trivedi et al (177). Sie behandelten Empfänger von 
Lebendnierenspenden, welche von Verwandten stammten, mit einer Transplantation 
von Nierengewebe in den Thymus, zwei Spender-Transfusionen, sowie high-dose 
hämatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) vor der anschließenden 
Nierentransplantation. Spenderspezifische zytotoxische Antikörper wurden mittels 
intravenösen Immunglobulinen und Plasmapherese eliminiert. Gemischte Chimerismen 
waren in Mutter-zu-Kind-Transplantationen vorbestehend, in allen anderen nicht 
vorhanden. Durch endotheliale Spenderzellen, die reich an MHC II waren, konnten 
direkt nach dieser Implantation spenderspezifische Tregs nachgewiesen werden. Auch 
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konnten die Immunsuppressiva in der so behandelten Gruppe, eher abgesetzt werden, 
als in der Kontrollgruppe. 
 
Mit den vorliegenden Ergebnissen konnte die Bedeutung des Geschlechts in der 
Transplantationsimmunologie bestätigt werden. Engste Verwandte gelten heute als die 
Patientengruppe, mit den besten Erfolgsaussichten nach einer Transplantation. Aber 
auch hier müssen in Zukunft die auslösenden Mechanismen für die unterschiedlichen 
Reaktionen zwischen Vätern und ihren Kindern untersucht werden um mögliche 
Organverluste zu vermeiden. 
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5. Zusammenfassung 
 
Zwischen Eltern und ihren Kindern besteht eine Immuntoleranz, die sich von der 
zwischen Fremden unterscheidet. Mixed Lymphocyte Reaktions (MLRs) zeigten eine 
spezifische Reaktion zwischen erwachsenen Kindern und ihren Eltern im Menschen. 
Hierbei wurde in FISH-Analysen das Y-Chromosom als Differenzierungsmarker 
verwendet, weshalb es nur möglich war getrenntgeschlechtliche Kombinationen zu 
untersuchen. Daher wurde ein outbred-Maus-Modell etabliert und dieser Effekt auch bei 
gleichgeschlechtlichen Kombinationen (z.B. Vater vs. Sohn) überprüft. Außerdem 
wurde der Einfluss des MHC auf die Reproduktivität der Mausstämme, sowie des MHC 
der Elterntiere auf das Vorkommen und die Verteilung von Treg-Lymphozyten während 
der Schwangerschaft untersucht. Es zeigte sich, dass der MHC keinen Einfluss auf die 
Reproduktivität hat, aber die Allogenität die Nachkommenzahl erhöht. Die Anzahl der 
Treg ist ebenso unabhängig vom MHC der verpaarten Tiere. Bidirektionale MLRs 
wurden im Maus-Modell durchgeführt, welche mittels FACS-Analyse und MHC- 
mismatch eine signifikante Mehrproliferation maternaler CD8+-Lymphozyten 
gegenüber ihren Nachkommen zeigten. Väterliche Lymphozyten waren nach Co-Kultur 
mit weiblichen, allerdings nicht mit männlichen Nachkommen, erhöht. 
Retrospektiv fand sich eine kleine Anzahl von Familienuntersuchungen infolge 
notwendiger Knochenmarktranplantationen, bei denen eine MLR-Kinetik, das heißt eine 
unidirektionale MLR über 8 Tage durchgeführt wurde. Auch in den unidirektionalen 
MLRs der menschlichen Blutproben gab es eine geschlechtsspezifische Alloreaktivität 
der paternalen Lymphozyten gegenüber Töchtern bzw. Söhnen. Hieraus kann 
geschlossen werden, dass es eine geschlechtsspezifische, vererbte Immunreaktion 
zwischen Vätern und ihren Söhnen gibt. Dieses Phänomen gilt es in weiteren Studien 
genauer zu untersuchen.  
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8. Anlagen 
 
Nachkommenzahlen C57Bl/6 x DBA/1 
 C57Bl/6 
♀  
C57Bl/6 
♀  
C57Bl/6 
♀  
DBA/1
♀  
DBA/1
♀  
DBA/1
♀  
F1 F1 F1 
 female male all female male all female male all 
 6 3 9 0 1 1 5 6 11 
 6 4 10 1 1 2 6 5 11 
 3 2 6 1 2 3 3 4 7 
 3 2 6 2 1 3 3 4 7 
 2 2 4 2 0 2 3 2 5 
 3 2 5 2 1 3 4 2 6 
 1 1 2 1 1 2 2 3 5 
 0 1 1 1 1 2 3 4 7 
 2 1 3 3 4 7 2 4 6 
 2 2 4 3 4 7 3 3 6 
 3 3 6 1 2 3 6 3 9 
 3 4 7 1 1 2 6 3 9 
MW 2,83333 2,25 5,25 1,5 1,58333 3,08333 4,34426 3,57377 7,41666 
STABW 1,74945 1,05528 2,66714 0,90453 1,24011 1,92865 2,30857 1,24444 2,10878 
p  0,03263   2,8E-05   0,03801 
 
Nachkommenzahlen Balb/c x CBA/J 
Balb/c♀  
 
Balb/c♀  
 
Balb/c♀ 
CBA/J
♀  
CBA/J
♀ 
CBA/J
♀  F1 F1 F1 
female male all female male all female male all 
5 4 9
3 6 9 5 3 8 5 4 9
2 6 8 6 3 9 4 3 7
3 2 5 5 5 10 4 3 7
3 3 6 3 4 7 1 9 10
3 2 5 4 2 6 2 4 6
3 2 5 5 2 7 3 5 8
3 4 7 4 3 7 2 2 4
4 3 7 4 3 7 3 4 7
3 1 4 2 4 6 4 2 6
3 2 5 2 5 7 4 3 7
4 3 7
3 2 5
MW 3 3,1 6,1 4 3,4 7,4 3,38461 3,69230 7,07692
STABW 0,47140 1,72884 1,59513 1,33333 1,07496 1,26491 1,19292 1,84321 1,65637
p 0,05859 0,61422 0,16898
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Nachkommenzahl in Abhängigkeit des MHC 
F2 m qq x f qq Anzahl/♀  DBA1 x DBA1 Anzahl/ ♀ 
61.1 x 60.1 6 77.1 x 78.3, 78.4 4,5 
61.1 x 60.1 5 77.1 x 78.3, 78.4 3 
61.1 x 60.1 8 77.1 x 78.3, 78.4 1 
61.1 x 60.1 6 168.2 x 243.1, 243.2 1,5 
61.1 x 60.1 7 168.1 x 169.1 3 
61.1 x 60.1 6 168.2 x 243.1, 243.2 1 
61.1 x 60.1 2 168.2 x 243.1, 243.2 2,5 
199.1 x 186.1 9 168.2 x 243.1, 243.2 2 
199.2 x 186.2 10 168.1 x 169.1 2 
184.2 x 181.2 4 356.1 x 365.1 2 
184.1 x 181.1 9 168.2 x 243.1, 243.2 1 
211.1 x 212.1, 212.2 7 356.1 x 365.1 3 
211.1 x 212.1, 212.2 4,5 356.1 x 365.1 7 
211.1 x 212.1, 212.2 4,5 356.1 x 365.1 6 
211.1 x 212.1, 212.2 6,5 356.1 x 365.1 2 
211.1 x 212.1, 212.2 8 356.1 x 365.1 2 
211.1 x 212.1, 212.2 4,5 356.1 x 365.1 2 
211.1 x 212.1, 212.2 4,5 356.1 x 365.1 2 
211.1 x 212.1, 212.2 6 
211.1 x 212.1, 212.2 5 
211.1 x 212.1, 212.2 4 
280.2 x 279.2 8 
280.1 x 279.1 8 
355.1 338.2 5 
355.5 x 338.3 7 
MW 6,18 2,639 
STABW 1,881 1,606 
p 1,5332E-07 
 
mismatch (qq x bb)     non-mismatch (qq x qq) 
        
298.1 x 289.1 9 8 280.2 x 279.2
298.2 x 289.2 8 8 280.1 x 279.1
298.3 x 289.3 9 5 355.1 x 338.2
339.2 x 336.2 3 7 355.5 x 338.3
339.3 x 336.3 8     
        
MW 7,400 7   
STABW 2,245 1,225 p=0,785775264
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Treg mismatch vs. non- mismatch 
qq x bb 
Schwangerschaft               
                
periphere NL MW Stabw. 
  298.1 298.2 298.3 339.2 339.3     
                
CD4+ 44,7 51,54 51,04 42,92 42,68     
CD8+ 15,6 13,01 13,25 17,29 17,35     
CD4+CD8+ 0,19 0,1 0,14 0,15 0,25     
Summe CD4+CD8+ 60,49 64,65 64,43 60,36 60,28     
CD4+CD25+ 6,66 5,55 5,66 4,7 6,15     
%CD4+CD25+ an CD4+CD8+ 11,010 8,585 8,785 7,787 10,202 9,274 1,166
%CD4+CD25+ an CD4+ 14,899 10,768 11,089 10,951 14,410 12,423 1,671
                
paraaortale NL               
                
CD4+ 44,98 37,53 39,31 24,51 24,87     
CD8+ 14,85 13,22 15,89 12,7 11,46     
CD4+CD8+ 0,17 0,18 0,19 0,16 0,22     
Summe CD4+CD8+ 60 50,93 55,39 37,37 36,55     
CD4+CD25+ 7 4,36 4,96 2,82 4,11     
%CD4+CD25+ an CD4+CD8+ 11,667 8,561 8,955 7,546 11,245 9,595 1,593
%CD4+CD25+ an CD4+ 15,562 11,617 11,617 11,506 16,526 13,366 2,208
                
Thymus               
                
CD4+ 7,75 5,65 4,92         
CD8+ 0,93 0,92 0,84         
CD4+CD8+ 84,62 91,56 93,07         
Summe CD4+CD8+ 93,3 98,13 98,83         
CD4+CD25+ 0,38 0,26 0,3         
%CD4+CD25+ an CD4+CD8+ 0,407 0,265 0,304     0,325 0,060
%CD4+CD25+ an CD4+ 4,903 4,602 6,098     5,201 0,646
                
Plazenta               
                
CD4+ 19,87 27,78 18,36 16,96 12,39     
CD8+ 7,74 7,85 7,44 5,87 6,09     
Summe CD4+CD8+ 27,61 35,63 25,8 22,83 18,48     
CD4+CD25+ 0,57 1,12 0,77 0,75 0,62     
%CD4+CD25+ an CD4+CD8+ 2,064 3,143 2,984 3,285 3,355 2,967 0,469
%CD4+CD25+ an CD4+ 2,869 4,032 4,194 4,422 5,004 3,879 0,645
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qq x qq 
Schwangerschaft               
                
periphere NL  p MW Stabw. 
  280.2 280.1 355.1 355.5       
                
CD4+ 45,7 44,33 36,94 38,82       
CD8+ 13,98 11,86 13,49 13,62       
CD4+CD8+ 0,37 0,21 0,29 0,23       
Summe CD4+CD8+ 60,05 56,4 50,72 52,67       
CD4+CD25+ 6,24 5,9 4,81 6,22       
%CD4+CD25+ an CD4+CD8+ 10,391 10,461 9,483 11,809 0,15128803 10,536 0,830
%CD4+CD25+ an CD4+ 13,654 13,309 13,309 16,023   14,074 1,134
                
paraaortale NL               
                
CD4+ 41,32 45,37 24,43 34,47       
CD8+ 13,83 12,41 10,97 12,86       
CD4+CD8+ 0,27 0,15 0,39 0,45       
Summe CD4+CD8+ 55,42 57,93 35,79 47,78       
CD4+CD25+ 5,31 5,2 3,91 6,22       
%CD4+CD25+ an CD4+CD8+ 9,581 8,976 10,925 13,018 0,4180612 10,625 1,551
%CD4+CD25+ an CD4+ 12,851 11,461 16,005 18,045   14,590 2,586
                
Thymus               
                
CD4+ 4,68 3,63           
CD8+ 6,18 0,92           
CD4+CD8+ 66,89 91,56           
Summe CD4+CD8+ 77,75 96,11           
CD4+CD25+ 0,41 0,23           
%CD4+CD25+ an CD4+CD8+ 0,527 0,239     
  
0,66304226 0,383 0,144
%CD4+CD25+ an CD4+ 8,761 6,336       7,548 1,212
                
Plazenta               
                
CD4+ 7,69 19,56 16,46 11,76       
CD8+ 1,99 5,7 7,26 4,22       
Summe CD4+CD8+ 9,68 25,26 23,72 15,98       
CD4+CD25+ 1,18 1,44 0,97 0,69       
%CD4+CD25+ an CD4+CD8+ 12,190 5,701 4,089 4,318
  
0,07074592 6,575 3,300
%CD4+CD25+ an CD4+ 15,345 7,362 5,893 5,867   8,617 3,931
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Treg in der Schwangerschaft 
 
 
 
 
 
 
♀, SS 
Periph. 
NL 
Paraaor. 
NL Thymus  Placenta
gezählt 
(Mio) 
% 
Treg 
Abs. 
Zahl 
gezählt 
(Mio) 
% 
Treg 
Abs. 
Zahl 
gezählt 
(Mio) 
% 
Treg 
Abs. 
Zahl % Treg 
280.2 7,8 4,97 38,766 1,6 4,76 7,616 60,8 0,31 18,848 3,51
298.1 8,9 4,79 42,631 0,3 4,59 1,377 52,1 0,61 31,781 2,11
280.1 6,9 4,05 27,945 0,5 4,83 2,415 55 0,51 28,05 2,26
298.2 5,9 4,26 25,134 0,5 4,68 2,34 55 0,46 25,3 3,87
298.3 12 4,69 56,28 0,5 4,61 2,305 55 0,54 29,7 1,67
Stbw. 11,160 2,235 4,478
MW 38,1512 3,211 26,736
p 0,17543 0,80907 0,27087
♀, 
keine 
SS 
Periph. 
NL 
Paraaor.
NL Thymus  
gezählt 
(Mio) 
% 
Treg 
Abs. 
Zahl 
gezählt 
(Mio) 
% 
Treg 
Abs. 
Zahl 
gezählt 
(Mio) 
% 
Treg 
Abs. 
Zahl 
280.3 7,7 5,02 38,654 3,1 6,81 21,111 51 0,64 32,64
298.4 6,8 4,14 28,152 0,4 3,93 1,572 52,8 0,63 33,264
280.4 8,2 4,11 33,702 0,5 4,76 2,38 55 0,45 24,75
298.5 10 3,7 37 0,5 3,84 1,92 55 1,01 55,55
298.6 5,4 3,36 18,144 0,5 4,8 2,4 55 0,4 22
Stbw. 7,419 7,623 11,796
MW 31,130 5,877 33,641
♂ 
Periph. 
NL 
Paraaor.
NL Thymus  
gezählt 
(Mio) 
% 
Treg 
Abs.  
Zahl 
gezählt 
(Mio.) 
% 
Treg 
Abs. 
Zahl 
gezählt 
(Mio.) 
% 
Treg 
Abs. 
Zahl 
279.2 7,8 3,84 29,952 0,2 2,85 0,57 53,9 0,4 21,56
289.1 8,4 3,52 29,568 0,5 1,35 0,675 56,3 0,46 25,898
279.1 7,3 4,41 32,193 0,5 4,88 2,44 55 0,65 35,75
289.2 4,8 3,18 15,264 0,5 3 1,5 55 0,18 9,9
289.3 3,5 4,87 17,045 0,5 3,01 1,505 55 0,67 36,85
Stbw. 7,142 0,678 6,482
MW 24,804 1,338 25,992
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MLR P-Generation C57Bl/6 vs. DBA/1 
MHC h D1xB1 D2xB2 D3xB3 D4xB4 D5xB5 MW STABW
C57BL/6 (bb) 48 40,0 51,0 41,0 51,7 55,6 47,9 6,939 
DBA1 (qq) 48 60,0 49,0 59,0 48,3 44,4 52,1 6,939 
C57BL/6 (bb) 96 62,0 70,4 53,4 73,8 73,0 66,5 8,699 
DBA1 (qq) 96 38,0 29,6 46,6 26,2 27,0 33,5 8,699 
C57BL/6 (bb) 144 90,6 87,8 88,1 91,5 88,7 89,3 1,617 
DBA1 (qq) 144 9,4 12,2 12,0 8,6 11,3 10,7 1,617 
p 0,000   
 
MLR F2- Generation C57Bl/6 vs. DBA/1 
MHC h 6/1 7/2 8/3 9/4 10/5 mean stdv 
F2(DxB) bb 48 44,5 26,7 42,3 29,4 39,1 36% 7,1% 
F2(DxB) qq 48 48,9 69,3 47,4 60,8 55,1 56% 8,1% 
F2(DxB) bb 96 51,9 48,5 56,2 52,2 57,6 53% 3,3% 
F2(DxB) qq 96 37,8 39,4 40,8 44,4 37,0 40% 2,6% 
F2(DxB) bb 144 45,9 48,4 56,5 64,4 48,4 53% 6,9% 
F2(DxB) qq 144 48,2 44,3 39,5 27,6 49,6 42% 7,9% 
 
MLR P-Generation Balb/c vs. CBA/J 
dd Pair F Pair G Pair H Pair I Pair J Mittelwert STABW 
48h 31 19 49 21 31 48,4 21,3
96h 21 18 28 19 14 36,9 18,9
144h 16 15 9 8 10 20,9 15,0
kk Pair F Pair G Pair H Pair I Pair J 
48h 69 81 51 79 69 51,6 21,3
96h 79 82 72 81 86 63,1 18,9
144h 84 85 91 92 90 79,1 15,0
 
MLR F2- Generation Balb/c vs. CBA/J 
dd Pair 1 Pair 2 Pair 7 
Pair 
22 
Pair 
28 
Pair 
16 
Pair 
21 
Pair 
23 
Pair 
30 
Pair 
31 MW 
STAB
W 
48h 55 45 29 71 36 42 67 42 57 49,3 13,3
96h 35 37 17 76 32 45 20 90 35 72 45,9 23,6
144h 20 83 12 52 30 77 84 81 54,9 28,5
kk Pair 1 Pair 2 Pair 7 
Pair 
22 
Pair 
28 
Pair 
16 
Pair 
21 
Pair 
23 
Pair 
30 
Pair 
31 
48h 45 55 71 29 64 58 33 58 43 50,7 13,3
96h 65 63 83 24 68 55 80 10 65 28 54,1 23,6
144h 80 17 88 48 70 23 16 19 45,1 28,5
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MLR Eltern vs. Nachkommen 
Kontrollen 
♀ x ♀ 
48h 47,34 34,2 68,45 31,43 50,91 67,65 
144h 70,28 17,1 63,91 35,74 27,49 82,16 
 
♀ x ♂ 
48h 50,83 54,45 39,84 49,88 54,8 49,17 45,36 57,78 47,88 45,28 
144h 28,64 76,96 60,93 47,23 48,22 70,77 22,38 38,18 51,75 51,17 
 ♂ ♀ 
 
♂ x ♂ 
48h 49,92 44,17 54,92 54,96 46,01 48,8 52,93 47,01 46,16 55,11 
144h 60,57 61,76 44,71 60,54 56,37 39,97 38,95 56,0 39,97 41,22 
 
 
Eltern vs. Nachkommen 
Mutter Tochter 
h Mutter Tochter 
48 52,71 47.86 44.56 47.31 52.17 55.5 
144 59.48 70.0 68.79 40.61 30.0 31.87 
 
Mutter vs. Sohn 
H Mutter 
48 46,17 53,05 45,76 48,21 51,97 57,17 54,89 57,42 
144 48,37 78,05 34,93 67,3 73,6 82,35 75,74 76,58 
 Sohn 
48 53,86 47,07 54,4 58,12 53,41 47,42 45,29 42,52 
144 51,97 22,18 65,07 34,24 27,93 17,65 24,3 20,22 
 
Vater vs. Tochter 
H Vater  Tochter 
48 44,21 56,96 47,47 53,86 56,09 55,85 43,04 52,53 46,22 46,3 
144 54,72 82,05 75,0 36,58 88,0 45,28 17,95 25,0 63,61 12,57 
 
Vater vs. Sohn 
XIII 
Anlagen 
 
 
h Vater Sohn 
48 31,8 41,74 45,83 62,06 58,48 68,24 58,17 54,22 37,96 41,55 
144 59,8 55,4 44,39 42,6 61,4 40,34 45,02 55,64 57,3 38,5 
 
 
Menschliche MLR am Tag 8 
 Stimulationsindex (percent of controls) CPM 
 SC= Vater RC= Vater SC= Vater RC= Vater 
 Sohn Tochter Sohn Tochter Sohn Tochter Sohn Tochter 
1 47,28% 2,26% 201,37% 31,36% 5.724 273 29.154 4.540 
2 33,98% 9,19% 11,69% 13,02% 1.687 456 4.784 5.329 
3 155,16% 31,70% 57,49% 49,70% 8.883 1.815 3.310 2.862 
4 4,26% 10,67% 100,19% 42,56% 533 1.335 1.615 686 
Median 40,63% 9,93% 78,84% 36,96% 3.706 896 4.047 3.701 
 
 Stimulationsindex (percent of controls) CPM
 SC= Mutter RC= Mutter SC= Mutter RC= Mutter 
 Sohn Tochter Sohn Tochter Sohn Tochter Sohn Tochter 
1 3,34% 1,41% 4,01% 0,89% 698 294 1.404 312 
2 12,11% 12,67% 19,37% 20,69% 891 932 1.539 1.644 
3 2,60% 2,27% 3,13% 2,16% 613 536 1.149 793 
Median 3,34% 2,27% 4,01% 2,16% 698 536 1.404 793 
 
 
